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IG = Índice de germinación 
IM = Índice de mutación 
IPE = Incorporación en placa estándar 
IPPI = Incorporación en placa con pre-incubación 
IPLV = Incorporación en placa para líquidos volátiles 
L = Lodo secado térmicamente 
LC = Lodo compostado 
LM = Lodo de origen industrial - Madrid 
LV = Lodo de origen urbano - Valladolid 
MARM = Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino 
MMC = Mitomicina C 
MMS = Metil metano sulfonato 
MSP = Manchas simples pequeñas 
MSG = Manchas simples grandes 
MG = Manchas gemelas 
4NQO = 4-nitroquinolina óxido 
OCDE = Organización para la Cooperación y Desarrollo Económico 
PVC = Cloruro de polivinilo 
R = Número de colonias revertientes 
REACH = Registro, evaluación y autorización de sustancias químicas 
 
 
REMA = Red española de métodos alternativos 
RSU = Resíduos sólidos urbanos 
S9 = Fracción microsomal 
SMART = Test de mutación y recombinación somática 
S+L = Suelo enmendado con lodo secado térmicamente 
S+RSU = Suelo enmendado con compost de residuos sólidos urbanos 
S+LC = Suelo enmendado con lodo compostado 
TM = Total manchas 
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Los seres vivos estamos expuestos a sustancias químicas que se encuentran agrupadas 
en forma de mezclas simples y mezclas complejas. Estas últimas están conformadas por 
decenas, cientos o miles de sustancias químicas, cuya composición es cualitativamente y 
cuantitativamente desconocida. La evaluación de los efectos tóxicos y la cuantificación de 
riesgos asociados a la exposición de mezclas químicas, es un desafío importante para los 
científicos, debido principalmente a la complejidad para comprender los efectos 
potenciales que pueden producir. 
En este contexto el objetivo de este trabajo se centró en realizar evaluaciones 
toxicológicas de mezclas complejas, mediante métodos alternativos a la experimentación 
animal de ecotoxicidad, mutagenicidad y genotoxicidad. 
Las mezclas seleccionadas fueron divididas en tres grupos: 
Grupo 1. Mezclas complejas relacionadas con la agricultura:  
 Lixiviados de suelos agrícolas enmendados con lodos de depuradora 
 Suelos agrícolas enmendados con: lodo de depuradora, lodo compostado y 
compost de residuos sólidos urbanos. 
 Enmiendas agrícolas: lodos de depuradora, lodo compostado y compost de 
residuos sólidos urbanos (RSU). 
Grupo 2. Mezclas complejas empleadas como materia prima para la obtención de 
productos con alto valor energético: 
 Lodo procedente de una planta de depuración de aguas residuales urbanas. 
 Lodo procedente de una planta de depuración de aguas residuales industriales. 
Grupo 3. Mezclas complejas obtenidas de la valorización de lodos de depuradora: 
 Líquidos de pirólisis sin fraccionar, obtenidos a partir de lodos procedentes de 
plantas de depuración de aguas residuales urbanas e industriales. 
 Líquidos de pirólisis fraccionados obtenidos a partir de lodos procedentes de 
plantas de depuración de aguas residuales urbanas e industriales. 
Los ensayos de inhibición de la luminiscencia en Vibrio fischeri y de germinación en 
semillas de Lepidium sativum fueron empleados para evaluar la ecotoxicidad. Los 
 
 
resultados para ambos ensayos revelan un alto nivel de toxicidad producido 
principalmente por las mezclas de los grupos 2 y 3.  
Para evaluar la mutagenicidad se empleó el ensayo de Salmonella/microsoma. El 
protocolo fue seguido utilizando las cepas TA98, TA100, TA102 y TA104. Los resultados 
mostraron la presencia de actividad mutagénica producida por los componentes del grupo 
3.  
La evaluación genotóxica fue realizada mediante el ensayo de mutación y recombinación 
somática en Drosophila melanogaster. El protocolo fue seguido empleando los cruces 
estándar y alta bioactivación. Los resultados mostraron que los componentes del grupo 3 
tienen la capacidad de producir daños genotóxicos.  
Los cuatro métodos alternativos han demostrado ser rápidos, económicos y sensibles, 
por lo tanto estos han demostrado la existencia de riesgo ecotóxico, mutagénico y 
genotóxico producido por mezclas complejas empleadas en agricultura y en la 
valorización energética. 
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Los seres humanos y otros organismos presentes en el medio ambiente rara vez estamos 
expuestos a sustancias químicas individuales. Por lo general, las exposiciones se 
producen de forma simultánea o secuencial a un gran número de sustancias que ejercen 
su acción a través de una variedad de rutas. Estas sustancias se encuentran agrupadas y 
dependiendo de su composición cuantitativa y cualitativa se denominan, mezclas simples 
y mezclas complejas (National Research Council y col., 1988; Groten y col., 2001; Feron 
y Groten, 2002). 
Una mezcla simple es aquella que está conformada por diez o menos productos químicos 
cuya composición es cualitativa y cuantitativamente conocida. Ejemplos de ellas son: un 
cóctel de pesticidas, un grupo de ésteres de alcohol alílico o una combinación de 
medicamentos (Feron y col., 1998).  
Una mezcla compleja está conformada por decenas, cientos o miles de sustancias 
químicas, cuya composición es cualitativamente y cuantitativamente desconocida (Feron 
y col., 1998). La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (Environmental 
Protection Agency, EPA), señala que la composición química de una mezcla compleja 
puede ser inestable, debido a variaciones de sus componentes con el tiempo y con las 
condiciones en que estos se producen (U.S. EPA, 2000). Ejemplos de ello son los humos 
de cigarrillo, de soldadura u otros en cuyos procesos se forman nuevos hidrocarburos 
policíclicos aromáticos (HPAs), radicales libres, ácidos grasos insaturados y una variedad 
de productos intermedios.  
El efecto biológico de la galaxia de compuestos que conforman las mezclas complejas es 
prácticamente imposible de predecir a partir del conocimiento de los constituyentes 
individuales, no sólo debido a su gran número, sino también porque los productos 
químicos transitorios generados podrían disiparse o cambiar con el tiempo y la 
temperatura (Dube y Green, 1982).  
Las mezclas podrían formarse o tener como destino final el agua, el aire, los suelos, más 
tarde podrían incorporarse en los alimentos, ya sea como resultado de derrames 
accidentales o durante el ciclo de vida normal de las diferentes sustancias químicas.  
En diciembre del 2003, el fondo mundial para la naturaleza (Word Wildlife Found, WWF) 
lanzó una campaña para crear conciencia sobre la exposición continua de los ciudadanos 
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europeos a mezclas conformadas por compuestos persistentes, bioacumulativos y 
tóxicós. Analizaron 101 compuestos, incluyendo plaguicidas organoclorados, bifenilos 
policlorados (BPCs), difenil eter polibromados (DEPB), ftalatos y compuestos 
perfluorados. Con este estudio demostraron que las personas estaban contaminadas por 
un conjunto de productos químicos peligrosos. Estos hallazgos fueron motivo de 
preocupación, por lo que la Comisión de la Comunidad Europea indicó que se deberían 
crear estrategias adecuadas para la proteger la salud (Commission of European 
Communities, 2003). 
Houlihan y col. (2005) revelaron que las mujeres del Reino Unido en promedio están 
expuestas a 515 productos químicos al día. En un estudio de biomonitorización de la 
sangre del cordón umbilical de recién nacidos, demostraron que se encuentran en 
promedio 200 sustancias antropogénicas, incluyendo plaguicidas, dioxinas, sustancias 
químicas industriales y compuestos fluorados. 
Durante el 2008 y 2009, Tønning y col. (2009) investigaron la exposición de niños 
daneses de 2 años a productos químicos que habían demostrado producir disrupción 
endocrina en animales de laboratorio. Basándose en el análisis químico de los productos 
que consumían los niños, datos bibliográficos de los niveles de contaminantes que tenían 
dichos productos y medidas de contaminación aérea, determinaron que los niños estaban 
expuestos a elevados niveles de sustancias anti-androgénicas como son, ftalatos, 
fungicidas, herbicidas, BPC, dioxinas, dicloro difenil tricloroetano (DDT) y dicloro difenil 
dicloroetano (DDD) y compuestos estrogénicos como los parabenos y el bisfenol A. 
Como consecuencia inmediata de esta investigación el Ministerio de Medio Ambiente de 
Dinamarca puso en marcha un programa de consejos simples relacionados con la 
exposición de los niños a las mezclas químicas. 
No sólo los humanos, sino también los organismos en el medio ambiente están 
expuestos a las mezclas de diversos productos químicos. Un estudio realizado por la 
Universidad de Ciencias Agrarias de Suecia, demostró que existen al menos 57 
plaguicidas en diferentes arroyos de Suecia (Adielsson y col., 2006). Asimismo, el 
Servicio Geológico de EE.UU. reportó que un tercio de 139 ríos contienen 10 o más 
productos químicos diferentes, tales como, hormonas sintéticas, productos farmacéuticos, 
químicos industriales, plaguicidas, biocidas, entre otros (Kolpin y col., 2002). 
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Figura 1.1 Comparación entre el efecto de compuestos simples 
y mezclas sobre la reproducción de algas. 
La evaluación de los efectos tóxicos y la cuantificación de riesgos asociados a la 
exposición de mezclas químicas, es un desafío importante para los científicos, 
evaluadores y entidades reguladoras (Spurgeon y col., 2010; Feron y Groten 2002). Esto 
principalmente se debe a la complejidad para comprender los efectos potenciales que 
pueden producir estas mezclas. Además la presencia de algunos componentes podría 
enmascarar, diluir o aumentar la toxicidad de otros componentes a través de diversas 
interacciones como sinergismo o antagonismo (National Research Council, 1988;  
Schwarzenbach y col., 2006; Teuschler, 2007). 
Aunque está clara la importancia de la evaluación de mezclas químicas, Yang (1994); 
Feron y Groten (2002), demostraron que el 95% de los estudios toxicológicos están 
dedicados a la investigación de productos químicos individuales. Esto puede deberse a 
que las propiedades físico-químicas de sustancias simples están mejor definidas, las 
dosis pueden ser fácilmente controladas, generalmente el destino biológico podría ser 
controlado de una manera directa, la concentración en el aire, el agua y el tejido podrían 
ser medidos con precisión y los datos pertinentes a menudo están disponibles en 
bibliografía de exposición ocupacional.  
Sin embargo, diversos estudios 
(Kortenkamp y col., 2007 y 2009; 
Altenburger y Greco, 2009; Backhaus 
y col., 2008; Hass y col., 2007; 
Rajapakse y col., 2002; Silva y col., 
2002; Walter y col., 2002; Faust y col., 
2001) demostraron que nos es lo 
mismo evaluar por separado los 
componentes de una mezcla, que la 
mezcla en su conjunto. Un ejemplo 
gráfico de esta aseveración se presenta 
en la figura 1.1, tomada del trabajo de Walter y col. (2002). 
Como se había mencionado anteriormente existe una amplia variedad de mezclas 
complejas que están presentes en el medio ambiente. En esta tesis se va a detallar el 
origen, composición, problemática actual y destino de los lodos de depuradora. 
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1.2 Lodos de depuradora 
1.2.1 Origen 
En las estaciones de depuración de aguas residuales se llevan a cabo diferentes 
procesos, mecánicos, biológicos y físico–químicos, con el objetivo de regenerar y purificar 
el agua residual para que posteriormente sea reutilizada. Durante estos procesos se 
generan una serie de residuos como grasas, arenas y lodos. Los lodos de depuradora 
son el producto residual de mayor volumen que se producen en las estaciones de 
depuración (Harrington, 1978; Jolibois y Guebert, 2005; Fernández, 2007). 
1.2.2 Composición 
Los lodos de depuradora son considerados mezclas complejas ambientales, su 
composición es variable, normalmente están constituidos por sustancias químicas que 
componen el efluente (la mayoría responsables de las características nocivas del agua 
residual) (Tenenbaum, 1997; Comisión Científica Europea, 2001; Valverde y Pérez, 2001; 
Aguayo, 2003; Darvodelsky y Fien, 2005). 
El Ministerio español de Medioambiente, Medio Rural y Marino (MARM, 2009), realizó un 
trabajo de caracterización de lodos de depuradora generados en España. Concluyeron 
que principalmente están conformados por compuestos nitrogenados, elementos como el 
P, Ca, Mg, K y Fe, ―metales pesados‖1 como el Cd, Cr, Ni, Hg, Pb, Zn y Cu, masa 
bacteriana, compuestos orgánicos halogenados, alquibenceno sulfonatos lineales, 
ftalatos, nonifenoles, HPAs, BPC, dioxinas, furanos, PBDE, entre otros.  
1.2.3 Problemática Actual 
En la actualidad, la gestión de los residuos orgánicos urbanos se ha convertido en una de 
las prioridades dentro de las iniciativas destinadas a la protección del medioambiente y 
de la salud humana. Cada día se producen cantidades ingentes de residuos, de los 
cuales un porcentaje alto corresponde a los denominados lodos de depuradoras. La 
problemática de estos residuos se debe a los elevados volúmenes de producción que se 
generan, sin olvidar las consecuencias medioambientales y sanitarias que conlleva su 
inadecuada gestión. Además una vez extraídos de la planta de depuración, los lodos 
deben someterse a diferentes tratamientos de estabilización que permitan descomponer 
1 
Según Repetto (2008), los auténticos “metales pesados” son aquellos cuyo peso atómico está comprendido entre el del Cu y 
el Hg. Sin embargo diferentes documentos relacionados con normativas ambientales incluyen como “metales pesados”, a 
elementos químicos que no lo son, tales como el Cr, Mn, Ni. Durante la lectura de esta tesis se sugiere que se tome en cuenta 
dicha aclaración, ya que el empleo de la expresión “metales pesados”, será aplicado en el contexto que se define en las 
normativas legales. 
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la materia orgánica, así como a operaciones de espesamiento, acondicionamiento y 
deshidratación para facilitar su manejo, transporte y almacenamiento (Fernández, 2007). 
La tendencia clara en los próximos años es hacia un aumento de la producción de los 
lodos de depuradoras, debido principalmente al crecimiento en la construcción de 
estaciones de depuración como lo exigen la Directiva Comunitaria (91/271/CEE) relativa 
a las aguas residuales urbanas y el Plan Nacional de Saneamiento y Depuración de las 
aguas (Fernández, 2007) 
En el caso de España, según el Consejo de la Comunidad Europea (1997), se encuentra 
entre los cinco principales países que genera mayor volumen de lodos. El Perfil 
Ambiental de España (2009), elaborado por el Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural 
y Marino (MARM) indica que anualmente el conjunto de depuradoras españolas produce 
más de un millón de toneladas de materia seca de lodos (Figura 1.2), siendo las 
Comunidades Autónomas de Madrid, Andalucía, Cataluña y la Comunidad Valenciana las 
que generan mayor volumen (Tabla 1.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1.1. Volumen de lodos de 
depuradora generados por las 
Comunidades Autónomas de 
España  
 
Comunidad Autónoma ton materia 
seca/año 
Andalucía 
Aragón 
Asturias 
Canarias 
Cantabria 
Castilla y León 
Castilla-La Mancha 
Cataluña 
Ceuta 
Comunidad  Valenciana 
Extremadura 
Galicia 
Illes Balears 
La Rioja 
Madrid 
Melilla 
Murcia 
Navarra 
País Vasco 
312.500 
41.000 
36.000 
54.000 
18.000 
81.000 
56.000 
200.000 
1.200 
130.000 
36.000 
90.000 
29.000 
8.000 
342.862 
1.100 
37.000 
11.314 
63.000 
Total España 1.547.976 
Fuente: PNLD-EDAR  
Figura 1.2. Producción de lodos (miles de toneladas 
materia seca/año). 
Fuente: MARM 
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1.2.4 Destino 
La calidad final de los lodos va a definir la ruta a cual van a ser destinados estos 
residuos. La aplicación de tecnologías específicas de depuración para cada caso, 
además de una buena gestión de las plantas depuradoras y del control de los vertidos 
industriales, va a contribuir a la obtención de un material orgánico de mayor calidad y con 
riesgos menores para el medioambiente (Fernández, 2007). 
La tabla 1.2, muestra un resumen presentado por el Perfil Ambiental de España (2009) de 
los principales destinos de los lodos  entre 1997 y 2006. 
Tabla 1.2 Destino de los lodos de depuración de aguas residuales  (1000 t de materia seca) 
 
 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 
Uso agrícola 
Vertedero 
Incineración 
Otros Usos 
332,0 
131,6 
20,0 
205,2 
354,0 
143,6 
33,5 
185,0 
413,7 
150,9 
33,5 
186,7 
454,3 
153,1 
70,2 
176,0 
606,1 
131,0 
54,8 
100,4 
658,5 
160,5 
68,9 
99,4 
669,6 
162,8 
76,8 
103,0 
662,0 
156,5 
39,2 
147,6 
628,6 
163,9 
39,7 
154,0 
687,0 
168,1 
41,1 
168,8 
Total 688,8 716,2 784,9 853,5 892,2 987,2 1.012,2 1.005,3 986,1 1.065,0 
 
En la actualidad, el Plan Nacional de Lodos de Depuradoras de Aguas Residuales 2001-
2006 y el Plan Nacional Integrado de residuos 2008-2015, indican que se debe aplicar el 
principio de jerarquía para la gestión de lodos de depuradora. Es decir: en primer lugar 
priorizar la aplicación en el suelo, en segundo lugar emplear otras formas de valorización 
incluyendo la energética y como última opción, la eliminación en vertedero (MARM, 
2009).  
1.2.4.1 Aplicación en el suelo 
Los lodos por sus características son un recurso importante de materia orgánica y de 
elementos fertilizantes, lo que les hace ser una fuente potencial de nutrientes para su 
utilización agrícola. Aproximadamente el 50% de su peso en seco, corresponde a materia 
orgánica que contiene cantidades variables de nitrógeno (1-7%), fósforo (1-5%), potasio 
(0.3-3%) y micronutrientes con distinto grado de disponibilidad para las plantas (Soler y 
col., 1997; Tenenbaum, 1997; Fernández, 2007). 
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Sin embargo para su aplicación agrícola es necesario que los lodos sean pos-tratados, 
para de esta forma mejorar sus propiedades y garantizar condiciones higiénico-sanitarias 
óptimas. Los procesos tecnológicos de pos-tratamiento son múltiples y variados, pero se 
pueden destacar fundamentalmente dos: el compostaje y el secado térmico (Fernández, 
2007). 
1.2.4.2 Compostaje 
Es un proceso biooxidativo controlado, en el que intervienen variados microorganismos, 
implica el paso por una etapa termófila, dando al final como productos de los procesos de 
degradación: agua, dióxido de carbono y una materia orgánica estabilizada y dispuesta 
para ser aplicada en la agricultura (Senesi, 1989; Fernández, 2007). Los lodos que son 
sometidos a este proceso se denominan lodos compostados. 
1.2.4.3 Secado térmico 
Consiste en la eliminación del agua que contienen estos residuos transmisión de calor 
por medio de un fluido térmico (aire, vapor o aceite). Gracias a este pos-tratamiento se 
consigue un porcentaje muy alto de materia seca, del orden del 90% (que supera el 65% 
obtenido mediante compostaje). Además las altas temperaturas a las que son sometidos 
los lodos aseguran la eliminación o inactivación de los microorganismos patógenos que 
inicialmente pudieran contener (Galdos, 2001). Los lodos sometidos a este tratamiento se 
denominan, lodos secados térmicamente. 
La aplicación agrícola de los lodos de depuradora puede alterar las propiedades físico-
químicas del suelo, producir cambios en el pH y la conductividad eléctrica (Nogales, 
1994, Polo 1996 y 1991, Hernández y col., 1992, Allue y col., 1994, Soler, 1998), pero la 
principal problemática que reflejan las normativas es la concentración de ―metales 
pesados‖, los cuales podrían ser transferidos al ser humano a través de plantas, 
animales, o lixiviados (Iguanzo, 2004). El enriquecimiento en metales de los suelos en los 
que se esparzan los lodos y otras alteraciones están controlados legalmente por la 
Directiva 86/278/CEE, traspuesta a ordenamiento jurídico español mediante el Real 
Decreto 1310/1990 (Tabla 1.3). 
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Tabla 1.3 Concentración máxima en metales pesados permitida por la normativa española (Real 
Decreto 1310/1990) para el aprovechamiento de lodos de depuradora como fertilizantes agrícolas. 
 
 
Parámetro 
Valores límite de concentración de 
metales en suelos (mg/Kg materia 
seca) 
Valores límite de concentración de 
metales en los lodos (mg/Kg materia 
seca) 
 Suelos 
pH< 7 
Suelos pH > 7 Suelos pH < 7 Suelos pH > 7 
Cádmio  
Cobre 
Níquel 
Plomo 
Zinc 
Mercúrio  
Cromo 
1 
50 
30 
50 
150 
1 
100 
3.0 
210.0 
112.0 
300.0 
450.0 
1.5 
150.0 
20 
1000 
300 
750 
2500 
16 
1000 
40 
1750 
400 
1200 
4000 
25 
1500 
 
1.2.4.4 Valorización energética 
Otro de los destinos de los lodos de depuradora es la valorización. Esta vía está ganando 
aceptación en la industria junto con otras tecnologías avanzadas. La valorización se 
puede llevar a cabo mediante procesos de combustión, gasificación y pirólisis. El objetivo 
de estos procesos es la obtención de productos con propiedades energéticas. 
Específicamente la pirólisis, consiste en la descomposición térmica de la materia orgánica 
en ausencia de oxígeno, generándose cantidades variables de: gases, líquidos 
(alquitranes y aceites), residuos secos de carbón y agua, ―metales pesados‖, cenizas y 
otros tóxicos. El rango de temperaturas a los que se lleva a cabo la pirólisis, oscila entre 
150ºC y 900ºC. Estos procesos buscan la eficiencia energética mediante la generación 
de compuestos químicos secundarios y calor (Chiang, 1997; Piskorz, 1986; Fullana, 
2001; Azuara y col., 2008). En la tabla 1.4. Se presentan algunos subproductos que se 
obtienen de la pirólisis de materias orgánicas. 
Tabla 1.4. Subproductos que se obtienen durante el proceso de pirólisis 
 
Fracción líquida Fracción Gaseosa Fracción Sólida 
 
Metanol, Etanol 
Fenol 
Acetona 
Acetaldehído 
Ácido fórmico metilfurfural, otros. 
 
 
Hidrogeno 
Nitrógeno, oxígeno 
Metano, amoniaco 
Etano, oxígeno, CO2, CO 
Hidrocarburos C4-C7, otros 
 
Carbón 
Sales 
Metales 
Cenizas 
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1.3 Consideración de las mezclas en la legislación europea  
En el 2010 la Comisión Europea (CE) publicó la investigación de Kortenkamp y col. 
(2009) titulado ―Estado del arte en la toxicología de mezclas‖, donde se indica que existen 
21 aspectos legislativos, entre Directivas y Reglamentos Europeos asociados con la 
toxicidad de mezclas , tal como se muestra en la tabla 1.5. Se remarcan en color aquellos 
que involucran directa o indirectamente las mezclas que se evalúan en esta investigación. 
Tabla 1. 5. Legislación de la U.E. relacionada con mezclas químicas 
1 Aditivos alimentarios autorizados para consumo humano.  Directiva 89/107/CEE. 
2 Materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos. Reglamento (CE) Nº 1935/2004 
3 Aditivos en la alimentación animal. Reglamento (CE) Nº 1831/2003 
4 Preparación y presentación de solicitudes y a la evaluación y autorización de aditivos para piensos. 
Directiva 2001/79/CE y Reglamento (CE) Nº 429/2008 
5 Límites máximos de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal. 
Reglamento (CE) Nº 396/2005 
6 Alimentos e ingredientes alimentarios nuevos. Reglamento (CE) Nº 258/97 
7 Alimentos y piensos modificados genéticamente. Reglamento (CE) Nº 1829/2003 
8 Autorización de nuevos alimentos y piensos modificados genéticamente, cuya evaluación de riesgo 
haya sido favorable. Reglamento (CE) Nº 641/2004 
9 Relativa a la seguridad general de los productos. Directiva 2001/95/CE 
10 Cosméticos. Directiva 76/768/CEE 
11 Evaluación y control del riesgo de las sustancias existentes. Reglamento (CEE) Nº 793/93 
12 Clasificación, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas. Directiva 67/548/CEE 
13 Clasificación, el envasado y el etiquetado de preparados peligrosos. Directiva 1999/45/CE 
14 REACH. Reglamento (CE) Nº 1907/2006 
15 Clasificación, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas. Reglamento (CE) Nº 1272/2008 
16 Comercialización de productos fitosanitarios. Directiva 91414/CEE 
17 Comercialización de biocidas. Directiva 98/8/CE 
18 Código comunitario sobre medicamentos para uso humano. Directiva 2001/83/CE 
19 Código comunitário sobre medicamentos veterinários. Directiva 2001/82/CE 
20 Evaluación de las repercusiones de determinados proyectos públicos y privados sobre el medio 
ambiente. Directiva 85/337/CEE 
21 Prevención y control integrados de la contaminación. Directiva 2008/1/CE 
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La norma REACH (Registration, Evaluation, and Authorization of Chemicals) (CE, 2006), 
es la que centraliza los demás sistemas legales. Esta norma es un sistema integrado 
único de registro, evaluación y autorización de sustancias y preparados químicos. El 
término ―preparado‖ involucra a combinaciones de sustancias que se comercializan, 
producen o importan. Por lo tanto el REACH no cita realmente el análisis de mezclas 
ambientales. 
En el caso de los lodos de depuradora, al ser residuos, no estarían contemplados dentro 
de esta normativa, pero sí los productos que se valoricen a partir de estos. Por ejemplo, 
los líquidos de pirólisis. 
Mezclas como los residuos orgánicos que se aplican en agricultura, son sometidas a 
diferentes normativas. En el caso de los lodos de depuradora se establecen directrices 
específicas (Tabla 1.6) con el objetivo de proteger los suelos y aguas, además de 
minimizar prácticas de eliminación por incineración y vertederos e incrementar la 
reutilización y el reciclado de estos residuos.  
Tabla 1.6. Normativa aplicable a los lodos de depuradora 
1 Plan Nacional de lodos.  
2 Protección del medio ambiente y, en particular, de los suelos, en la utilización de los lodos de 
depuradora en agricultura. Directiva 86/278/CEE  
3 Directiva marco de Residuos (91/156/CEE)  
4 Vertido de residuos. Directiva (1999/31/CEE)  
5 Protección de aguas contra la contaminación producida por nitratos de origen agrario. Directiva 
91/676/CEE 
6 Tratamiento de las aguas residuales urbanas. Directiva 91/271/CEE 
 
Dependiendo de los objetivos y exigencias legales, las pruebas toxicológicas están 
involucradas en los diferentes reglamentos. En su mayoría, las pruebas implican 
metodologías de tipo analítico que consisten en determinar una serie de parámetros 
físico-químicos. Por otro lado se hallan las pruebas toxicológicas que emplean ensayos 
biológicos, principalmente se promueven aquellos que forman parte de los métodos 
alternativos a la experimentación animal. 
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1.4 Métodos alternativos a la experimentación animal 
“En los últimos años se ha manifestado una creciente sensibilización social en las 
cuestiones vinculadas al medioambiente y a la protección y bienestar animal. El 
constante avance de la investigación en todos los ámbitos de las ciencias y de la 
tecnología ha puesto de relieve una mayor concienciación de la necesidad de extender la 
reflexión social sobre los problemas éticos relacionados con la utilización de los animales 
en la experimentación, tema que se reconoce, ha trascendido del círculo estricto de la 
comunidad científica para alcanzar un ámbito social más amplio. (Red Española de 
Métodos Alternativos). 
Los métodos alternativos se definen como todos aquellos procedimientos que pudieran 
reemplazar a los experimentos realizados con animales, reducir el número de animales 
empleado en cada ensayo, o refinar protocolos ya existentes con el fin de disminuir el 
estrés y el sufrimiento infligido a animales. Estas orientaciones fueron descritas por 
Russell y Burch (1959) como las tres erres (3R). 
Entre los procedimientos alternativos posibles están: el uso de seres vivos menos 
evolucionados como los invertebrados, bacterias, algas, hongos, protozoos y plantas que 
generalmente no están protegidos por la legislación clásica de experimentación animal.  
Pruebas “in vivo” en invertebrados y la aplicación de métodos “in vitro”, pueden ser 
substitutivos de los ensayos con animales, o ser complementarios para mejorar la 
sensibilidad y especificidad de los estudios con animales. Por otro lado hay que tener 
presente que los procedimientos in vitro  proporcionan una información más profunda 
sobre los mecanismos de acción tóxica que la obtenida in vivo (Eisenbrand y col., 2002; 
Repetto, 2008). 
La Unión Europea mediante Directiva 2010/63/ UE del Parlamento Europeo y del Consejo 
86/609/CEE juntamente con la REMA y la Plataforma Europea de Consenso en 
Alternativas (ECOPA) están trabajando en el desarrollo de sistemas de evaluación 
sencillos, rápidos, reproducibles y de elevada sensibilidad que no impliquen el empleo de 
vertebrados superiores (Rogiers, 2005). Además, el Centro Europeo de Validación de 
Métodos Alternativos (ECVAM), se ha convertido en el responsable de su regulación 
desde la aprobación del nuevo Reglamento REACH (Pérez, 2010) 
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Los estudios que aplican métodos alternativos para la evaluación de sustancias químicas 
(Repetto y col., 2001; Jos y col., 2003 y 2005; Eguchi y col., 2004) están en continuo 
incremento, así como aquellos que se enfocan a la evaluación de toxicidad de mezclas 
(Cleuvers, 2003, 2004; Brain y col., 2004; DeLorenzo y Fleming, 2008).  
En este sentido esta tesis doctoral enfoca su atención a los métodos alternativos 
relacionados con los estudios de ecotoxicidad, mutagenicidad y genotoxicidad de 
mezclas. 
1.5 Ecotoxicología 
La ecotoxicología es una rama de la toxicología que estudia los efectos tóxicos de los 
agentes físicos y químicos sobre las poblaciones y comunidades de los ecosistemas; 
abarca las formas de transferencia de estos agentes y sus interacciones con el ambiente 
(Repetto M. y col., 2008). 
Muchos de los problemas ambientales que actualmente conocemos están siendo 
considerados, evaluados e investigados por esta nueva ciencia. La ecotoxicología es una 
ciencia moderna que está contribuyendo de forma acelerada a aportar soluciones para 
proteger la salud humana y el medioambiente. 
La metodología que se utiliza en ecotoxicología es de desarrollo reciente, progresando de 
forma acelerada gracias la ayuda de otras ciencias. La ecología ha constituido el marco 
en el que tienen lugar las respuestas de los receptores o seres vivos, que con el nivel de 
organización que ocupan en la red trófica, están expuestos a la agresión de los agentes 
tóxicos ambientales. Así, la valoración de efectos, base fundamental y principio de la 
ecotoxicología se desarrolla sobre cualquier organismo o nivel de organización, en el que 
se pueda observar una respuesta cualitativa o cuantitativa. Esta valoración de efectos se 
realiza con fines predictivos, que intentan anticiparse a una situación, o con fines de 
valoración, cuando la situación ha ocurrido (Muñoz y col., 2008). 
Los procedimientos más habituales en ecotoxicología son los bioensayos, que se realizan 
con organismos generalmente de una única especie y en condiciones controladas de 
laboratorio. Con ellos se pretende obtener información acerca de los efectos producidos 
por una sustancia o mezcla compleja.  
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Los bioensayos en organismos acuáticos están más desarrollados que los que emplean 
organismos terrestres. La gran mayoría de los estudios se realizan sobre sustancias 
puras y compuestos (Salizzato y Pavoni, 1998), pero también están destinados a la 
vigilancia y control ambiental, como son: la valoración de vertidos industriales, lixiviados 
de residuos, suelos contaminados y otras mezclas complejas (Manuzadsianas y col., 
2003; Fuentes y col., 2004).  
Hay muchos bioensayos sobre los cuales existen protocolos muy bien definidos. Algunos 
de estos han sido estandarizados por entidades internacionales (OCDE, ASTM, CEE, UE, 
ISO, USEPA). Otros, aunque sus procedimientos no están estandarizados, disponen de 
una gran relevancia, pues su desarrollo puede ser más reciente que el estandarizado y 
ofrecer mayor información. En la tabla 1.7 se muestran los ensayos biológicos de mayor 
aplicación para estudios ecotoxicológicos, se destacan en color gris, los ensayos 
aplicados en esta tesis.  
Tabla 1.7. Ensayos ecotoxicológicos más empleados 
                             Ensayo Organismo 
Toxicidad aguda de inhibición de germinación de 
semillas 
Lactuca sativa, Lepidium sativum, Triticum aestivum, 
Brassica rapa, Shorgum bicolor 
Toxicidad aguda con bacterias (inhibición de 
luminiscencia) 
 
Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum) 
Toxicidad aguda de inhibición de crecimiento de 
raíz 
Allium cepa L. 
Toxicidad aguda con Cnidarios Hydra attenuata 
Toxicidad crónica con algas  Selenastrum capricornutum (Pseudokirchneriella 
subcapitata), 
Microalgas clorofíceas, Ankistrodesmus falcatus 
 
Toxicidad aguda con cladóceros  Daphnia magna, Daphnia exilis, Daphnia pulex, 
Ceriodaphnia dubia o Moina macrocopa  
 
Toxicidad aguda con larvas y peces juveniles  Brachydanio rerio,  Poecilia reticulata, Oreochromis 
niloticus, Oreochromis mosambicus, Ciprinus carpio , 
Cichlasoma urophthalmus y Cichlasoma synspilum 
 
Toxicidad aguda con peces Xiphophorus montezumae 
 
Toxicidad con nematodos Panagrellus redivivus 
Toxicidad aguda y crónica con anélidos Eisenia andrei, Eisenia foetida 
 
Los ensayos de inhibición en la germinación de semillas e inhibición de la 
bioluminiscencia de Vibrio fischeri, son los más citados en la literatura científica de 
ensayos ecotóxicos. 
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Mediante el ensayo de inhibición en la germinación de semillas se destacan estudios en 
los que se han evaluado: lixiviados (Pereira y col., 2009, Kristen 1997), suelos 
contaminados (Gong y col., 2001; Kristen 1997; Manzo y col., 2008), mezclas de HPAs 
(Mphekgo y col., 2002), aguas de ríos contaminados (Devesa-Rey y col., 2008; Kristen 
1997), aguas residuales (Gouider y col., 2010; Arienzo y col., 2009; Kristen, 1997), 
―metales pesados‖ (Aramba y col., 1995) y partículas aéreas (Cape, 2003).  
Entre las especies que más se emplean para determinar el índice de germinación se 
hallan: Lactuca sativa, Lepidium sativum, Zea mays, Avena sativa, Brassica rapa, 
Phaseolus vulgaris  y Hordeum vulgare. 
Se han realizado una variedad de estudios ecotoxicológicos de los lodos de depuradora, 
mediante el ensayo de germinación de semillas. Por ejemplo, Oleszczuk (2008a y b), 
Acosta y col. (2004) evaluaron lodos sin estabilizar, Wilke y col. (2008) estudiaron lodos 
secados térmicamente, Carbonell y col. (2009), Celis y col. (2006 y 2007) lodos  
estabilizados anaeróbicamente, lixiviados de lodos, suelos enmendados con lodos, 
Carbonell y col. (2009), Fuentes y col. (2004 y 2006), Miao Miao y col. (2009) metales 
pesados en lodos y Fang y Wong (1999), Margesin y col. (2006) lodos compostados. Las 
especies que se han empleado en estos trabajos fueron: Lepidium sativum, Brassica 
rapa, Brassica chinensis, Lactuca sativa, Vicia faba, Triticum aestivum, Hordeum vulgare.  
La utilización del ensayo de inhibición de la bioluminiscencia de Vibrio fischeri ha 
demostrado ser sensible, rápida y rentable (Parvez y col., 2007). Diversos autores han 
realizado estudios evaluando una variedad de mezclas complejas, como son: lixiviados 
de vertederos (Devaré y Bahadir, 1994), contaminación de ríos (Bernardo y col., 2009; 
Guzella, 1998), suelos contaminados (Abbondanzi y col., 2003; Manzo y col., 2008; Eom 
y col., 2007; Bispo y col., 1999), aguas residuales (Fernández-Alba y col., 2001; 
Manusadzianas y col., 2003; Bayo y col., 2009; Monarca y col., 2000; Aguayo y col., 
2003), ―metales pesados‖ (Kungolos y col., 2009; Ren y Frymier, 2005), contaminantes 
orgánicos (Salizzato y col., 1998), potabilización de aguas (Zani y col., 2005), biocidas 
(Fernández-Alba y col., 2001), HPAs (El-Alawi y col., 2002, Olajire y col., 2005; Devesa-
Rey y col., 2008) y otros residuos (Bernardo y col., 2010; Pandard y col., 2006). 
Respecto a los lodos de depuradora, con el empleo del ensayo de Vibrio fischeri se han 
evaluado, lixiviados de lodos (Papadimitriou y col., 2008; Alveranga y col., 2008; Renoux 
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y col., 2001), lixiviados de suelos contaminados con metales remediados con lodos de 
depuradora (Pérez-Sirvent y col., 2007), lodos activados (Ren, 2004; Katsoyiannis y 
Samara, 2007; Christofi y col., 2001), lodos crudos (Farre y Barceló, 2003; Wilke y col., 
2008), la toxicidad de lodos urbanos y lodos industriales (Mantis y col., 2005), metales 
pesados en suelos enmendados con lodos (Herwijnen y col., 2007),  fármacos, hormonas 
y disruptores endócrinos presentes en lodos (Lündstrom y col., 2010), residuos sólidos 
que se obtienen de la pirólisis de lodos de depuradora (Lapa y col., 2007), lodos 
estabilizados por adición cenizas volantes y cal (Samaras y col., 2008) y lodos destinados 
a la enmienda de suelos (Herrero y col., 2005). 
Otros ensayos de ecotoxicidad al que fueron sometidos los lodos de depuradora son: 
toxicidad en anélidos, Eisenia fetida, toxicidad en colémbolos, Folsonia candida, toxicidad 
en plantas acuáticas, Lemna minor (Wilkea y col., 2008; Carbonell y col., 2009), toxicidad 
en microcrustaceos, Daphnia magna (Alvarenga y col., 2007; Papadimitriou y col., 2008; 
Fjälborj y col., 2005) y Allium cepa (Rank y Nielsen 1998). 
1.6 Toxicología genética 
La toxicología genética es la disciplina científica que ha sido desarrollada para cumplir 
funciones de identificación y análisis de aquellos agentes que a niveles subtóxicos de 
exposición, producen algún tipo de alteración en el material genético o en sus 
componentes asociados mediante mecanismos acción directa o indirecta (Castaneda y 
col., 1994). En ambos casos puede darse lugar a la producción de intermediarios 
reactivos, capaces  de formar complejos con el ADN y ocasionar: muerte celular, 
mutación o transformación celular.  
La aplicación de modelos biológicos en los que se utilizan organismos de variada 
complejidad, abarcando desde unicelulares simples, como las bacterias, hasta mamíferos 
y cultivos de células humanas, ha impulsado el rápido desarrollo de esta ciencia.  
Muchos de estos modelos están incentivados por el nuevo Reglamento Europeo REACH 
y validados a nivel internacional por distintos organismos: ECVAM (Centro Europeo de 
Validación de Métodos Alternativos), OCDE (Organización para la Cooperación y 
Desarrollo Económico), NICEATM (Centro Interdepartamental del Programa Nacional de 
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Toxicología para la Evaluación de Métodos Toxicológicos Alternativos), REMA (Red 
Española de Métodos Alternativos), entre otros (Herrero, 2008). 
Se conoce que están descritos más de 200 ensayos in vitro e in vivo, muchos de estos no 
han sido suficientemente validados, y otros no han demostrado ser tan eficaces como 
prometían en sus inicios (Brusik, 1987). La tabla 1.8 muestra la clasificación de los 
principales ensayos aplicados en la toxicología genética, capaces de detectar diferentes 
tipos de alteraciones genéticas como mutaciones puntuales, aberraciones cromosómicas 
estructurales o perdida de cromosomas. Se destacan en gris y negrita, los ensayos que 
se emplearon en esta investigación. 
Los ensayos genotoxicológicos son aplicados de manera que se obtengan datos acerca 
de la actividad de un compuesto o mezcla compleja, pero también alcanzan un punto en 
el que la evaluación además proporciona información de un probable riesgo mutagénico y 
posible riesgo carcinogénico. 
El término mutagénico está destinado a aquellos agentes químicos, físicos o biológicos 
capaces de aumentar la frecuencia de mutaciones génicas o cromosómicas (de la Peña y 
col., 2001), mientras que el término genotóxico está destinado a los agentes mutagénicos 
o a aquellos que interaccionan directa o indirectamente con el ADN, pero cuya actividad 
mutagénica no ha sido demostrada (Adler y col., 1989).  
1.6.1 Mutagenicidad en bacterias 
Se entiende por mutagénesis aquella modificación del material genético que resulta 
estable y transmisible a las células hijas que surgen del proceso de división celular. En el 
caso de que el ADN afectado corresponda a células de la línea germinal se producirán 
mutaciones que son potencialmente transmisibles a la descendencia y, por lo tanto, 
hereditarias, mientras que si se trata de células somáticas solo afectarán a las 
características específicas de esas células, y únicamente se trasmitirán a otras células 
hijas del mismo individuo (Bello y López, 2001). 
Entre los distintos ensayos, los ensayos de mutación reversa con bacterias son muy 
utilizados para la evaluación mutagénica de las sustancias químicas, especialmente para 
hacer un primer análisis de sus propiedades genotóxicas.  
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Tabla 1.8. Clasificación de los principales ensayos de la toxicología genética (Osaba, 1995).  
ENSAYO ORGANISMO 
Para detección de mutación génica 
Ensayos en bacterias Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis 
Ensayos en  hongos y levaduras Saccharomyces cerevisiae, Schizosacharomyces pombe, Aspergillus 
nidulans, Neurospora crassa 
Ensayos en plantas Arabidopsis, hordeum, Tradescantia 
Ensayos de mutación somática Drosophila melanogaster 
Ensayo de letales recesivos ligados 
al sexo 
Drosophila melanogaster 
Ensayos en células de mamífero in 
vitro 
Fibroblastos de hámster chino (V79), células de ovario de hámster chino 
(CHO), células de linfoma de ratón (L5178Y), linfoblastos humanos 
Ensayo de la mancha Ratón 
Ensayo de locus específico Ratón 
Para detección de mutaciones cromosómicas (numéricas o estructurales) 
Ensayos de aneuploidía S. cerevisiae, A. nidulans, N. crassa, D. melanogaster 
Ensayos de aberraciones 
cromosómicas en plantas 
Allium cepa, Hordeum, Trasdescantia, Vicia faba. 
Ensayos de aberraciones 
estructurales y numéricas in vitro 
Cel. de hámster chino, cel. de hámster sirio, cel. de ratón, cel. de rata., cel. 
animales y humanas transformadas, fibroblastos o linfocitos humanos 
Ensayos de aberraciones 
estructurales y numéricas in vivo 
D. melanogaster, cel. de médula ósea de roedor o humanos, linfocitos 
humanos 
Ensayo de traslocación heredable D. melanogaster, ratón 
Ensayo de letalidad dominante D. melanogaster, ratón, rata 
Ensayo de micronúcleos Plantas, cel. Animales in vitro o in vivo, cel. humanas in vitro o in vivo 
Para detección de  daño primario al ADN 
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Ensayos que detectan roturas en el 
ADN 
E. coli, S. cerevisiae 
Ensayos de toxicidad diferencial en 
cepas deficientes en reparación 
E. coli, S. typhimurium, B. subtilis, S. cerevisiae, S. pombe 
Ensayos de inducción de 
recombinación mitótica 
S. cerevisiae, S. pombe, A. nidulans, D. melanogaster 
Ensayos de intercambio entre 
cromátidas hermanas 
Vicia faba, cel. animales in vitro o in vivo, fibroblastos humanos in vitro 
Linfocitos humanos in vitro o in vivo, cel. humanas transformadas 
 
Por su sencillez y rapidez, los ensayos bacterianos son de los más utilizados a la hora de 
evaluar productos, ya que permiten identificar sustancias capaces de causar, 
fundamentalmente, sustituciones de bases o adiciones y deleciones. Las especies más 
utilizadas para este tipo de ensayos son Salmonella typhimurium y Escherichia coli. 
A finales de los ochenta y principios de los noventa, se realizaron numerosos estudios 
para comparar los resultados de mutagenicidad y carcinogenicidad de diversos 
compuestos químicos, con objeto de establecer el valor predictivo de los ensayos de 
mutagenicidad sobre el potencial cancerígeno de un compuesto. Debido a la escasez de 
datos en el ser humano, generalmente se utilizaron datos de carcinogénesis en animales. 
Las conclusiones a las que llegaron en cuanto al porcentaje de carcinógenos positivos 
detectados por un ensayo de mutagenicidad, como es el caso del ensayo de Salmonella 
typhimurium, demostraron ser variables en función del tipo de compuestos evaluados y 
de los criterios adoptados para considerar el compuesto como carcinógeno en animales. 
Los porcentajes encontrados oscilan entre un 56 y un 93% (Bello y López, 2001; Ames y 
col., 1973). 
En resumen, las relaciones entre mutación, alertas estructurales y cáncer indican que una 
respuesta mutagénica reproducible es un indicador claro de que el compuesto tiene 
propiedades mutagénicas. Por consiguiente, puede ser también un compuesto 
carcinogénico y la actitud más prudente sería profundizar en el estudio biológico para la 
obtención de más datos, que permitan una correcta evaluación del riesgo tóxico que 
conlleva la exposición del ser humano a dicho agente bajo unas determinadas 
condiciones (Bello y López, 2001) 
Introducción 
 
19 
 
Algunos compuestos químicos son intrínsecamente reactivos, es decir, pueden formar 
aductos con el ADN directamente, se tratan de compuestos electrofílicos en mayor o 
menor medida, que reaccionan con los centros nucleofílicos presentes en el ADN, como 
pueden ser los epóxidos, N-óxidos aromáticos, alquilnitrosoureas, a estos se les 
considera compuestos genotóxicos directos. Sin embargo, otros compuestos, necesitan 
de una activación metabólica antes de ser genéticamente activos. Son los compuestos 
genotóxicos indirectos, que por sí mismos carecen de carácter electrofílico, pero que se 
convierten en metabolitos electrófilos por la acción de algunos sistemas enzimáticos 
presentes en las células de mamífero, fundamentalmente las oxigenasas de función mixta 
o sistema citocromo P450, localizado en el retículo endoplásmico liso de las células 
hepáticas principalmente, aunque también en otros tejidos. Esta actividad celular, cuyo 
objetivo principal es facilitar la eliminación de xenobióticos, da lugar en ocasiones a la 
aparición de moléculas electrofílicas y reactivas con el ADN (Bello y López, 2001,) 
El problema de los ensayos de mutagenicidad en bacterias es, que se requiere de un 
sistema exógeno de activación metabólica, con el fin de reproducir al máximo las 
condiciones de biotransformación a las que un compuesto químico se expone dentro de 
un organismo vivo. Las preparaciones enzimáticas se obtienen a partir de tejidos ricos en 
este sistema enzimático, como por ejemplo el hígado.  
Actualmente el ensayo de mutagénesis en Salmonella typhimurium es considerado como 
uno de los más populares y ampliamente utilizado a nivel mundial. Se pueden destacar 
estudios en los que se han evaluado mezclas complejas como son: lixiviados, suelos 
enmendados con residuos orgánicos (Brown y col., 1986; ), suelos contaminados (Plewa 
y Hopke, 1984; White y Claxton, 2004), HPAs (Eiden y col., 2002), aguas de ríos 
contaminados (Ohe y col., 2003), aguas residuales (Aguayo y col., 2004; Carballo y col., 
2002, Claxton y col., 1998; Jolibois y Guerbert, 2005, Jolibois y col., 2003 ), metales 
pesados, partículas aéreas, aguas para consumo (Albaladejo y col., 1995), componentes 
orgánicos en aguas residuales (Stahl, 1991), mezclas volátiles (Pancorbo y col., 1989; 
Araki y col., 1994; Bridges, 1978; Barber y col., 1981; Bünger y col., 2000 y 2007; 
Nakajima y col; 2006;) y partículas aéreas (Amador-Muñoz y col., 2001) 
Entre los estudios Salmonella/microsoma que se realizaron para evaluar la 
mutagenicidad de lodos de depuradora se destacan: Rank y Nielsen (1998), Klee y col. 
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(2004), Babish y col. (1983), Mumma y col. (1988), Mathur y col. (2007) quienes 
evaluaron lodos crudos sin estabilizar, Blevins y Brennan (1990) estudiaron lodos 
activados, Boyd y col. (1982) investigaron los efectos de vegetales cultivados en suelos 
enmendados con lodos de depuradora, lodos secados térmicamente, lodos  estabilizados 
anaeróbicamente, lixiviados de lodos, Herrero y col. (2005) suelos enmendados con 
lodos, de la Peña y Herrero (2005) metales pesados en lodos y lodos compostados.  
También se encuentran estudios de teratogenicidad y embriotoxicidad por exposición a 
lodos procedentes de industrias textiles (Soni y col., 2008) y lixiviados de lodos (Blevins y 
Brennan, 1990). 
1.6.2 Genotoxicidad  
El objetivo de los ensayos de genotoxicidad es evaluar el riesgo genotóxico de un agente 
o de una exposición determinada.  
Para tratar de identificar la gran variedad de agentes genotóxicos, se han diseñado 
distintos ensayos que utilizan diferentes sistemas biológicos de complejidad variable, 
abarcando desde bacterias hasta mamíferos y cultivos de células humanas. En la 
actualidad hay tres factores importantes a tomar en cuenta a la hora de realizar un 
ensayo de genotoxicidad:  
Primero, es indiscutible la importancia de utilizar un ensayo que sea compatible con los 
métodos alternativos a la experimentación animal. Los mamíferos presentan muchos 
inconvenientes para ser usados de manera generalizada, su ciclo reproductor es largo, la 
descendencia es cuantitativamente baja, tienen un alto costo de mantenimiento, ocupan 
gran espacio y actualmente existen directrices legales que restringen el empleo de estos 
organismos.  
Segundo, es importante la promoción de métodos alternativos in vivo, ya que el proceso 
de metabolización resulta difícil reproducirlo in vitro, especialmente de aquellos 
compuestos a la que la exposición humana sea elevada (Tweats, 1988). 
Tercero, en la actualidad se conoce que además de aplicar ensayos que diagnostiquen 
agentes genotóxicos capaces de inducir mutaciones génicas y cromosómicas, es 
importante impulsar ensayos de detecten otro parámetro: la recombinación mitótica. De 
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hecho, actualmente se sabe que la recombinación contribuye de manera significativa al 
origen de: dolencias coronarias, diabetes, envejecimiento en general y principalmente el 
cáncer. Por ello la genotoxicología está centrando sus investigaciones en agentes que 
inducen recombinación en células somáticas (Rodrígues y col., 2010). 
Uno de los organismos que ha sido ampliamente utilizado como material de 
experimentación en los estudios de genotoxicidad es la mosca de la fruta, Drosophila 
melanogaster (Rizki, 2005). 
La inclusión de Drosophila en las baterías de ensayo viene determinada por sus múltiples 
ventajas para este tipo de estudios, como son: 
a) Posee un tiempo de generación corto y es fácil de reproducir (9-10 días), por lo que 
entre los organismos eucariotas complejos, es el que permite realizar ensayos de 
genotoxicidad con mayor rapidez (Auerbach y Robson, 1947). Además su 
mantenimiento es fácil y de bajo coste económico. 
b) Es un organismo genéticamente muy bien estudiado, del cual se conocen muchas 
mutaciones con efecto visible, que pueden usarse como marcadores genéticos. 
También se conocen muchas reordenaciones cromosómicas, especialmente 
inversiones, de gran utilidad en los estudios de mutagénesis. Además existe una 
amplia variedad de cepas deficientes en los mecanismos de reparación que pueden 
emplearse para aumentar la sensibilidad de los ensayos de mutagenicidad (Graf y 
col., 1979; Zimmering, 1982; Fujikawa y Kondo, 1986). 
c) Es capaz de activar promutágenos, tanto en los tejidos somáticos como en los 
germinales, de forma similar a lo que ocurre en los mamíferos (Vogel y Sobels, 1976). 
d) Tiene un sistema de activación-detoxificación que en muchos aspectos es muy 
parecido al de los mamíferos (Hällström y Grafström, 1981), lo cual permite hacer 
extrapolaciones más fiables de los resultados. 
e) Es un organismo eucariota con reproducción sexual que presenta unos estadios 
germinales paralelos a los de mamíferos y resulta sencillo analizar la sensibilidad 
diferencial de los distintos estadios frente a la actividad mutagénica de un 
determinado agente (Valencia, 1983). 
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f) Posee pocos cromosomas (4 pares), y muchos de los loci génicos conocidos y de 
interés para ser utilizados en investigación están en el cromosoma X y en los dos 
autosomas mayores. Esto permite medir con relativa facilidad las frecuencias de las 
alteraciones en los distintos cromosomas. 
g) Además los cromosomas politénicos de las glándulas salivares de las larvas permiten 
detectar fácilmente el tipo de reordenación cromosómica. 
Gracias a ese conjunto de ventajas que posee Drosophila melanogaster, se han diseñado 
ensayos de corta duración para identificar diversos agentes mutagénicos y 
carcinogénicos. 
Uno de los ensayos que se ha ido desarrollando para la detección rápida, económica, in 
vivo de agentes genotóxicos es el ensayo de mutación y recombinación somática. La 
importancia de este ensayo es su capacidad de detectar y cuantificar mutación y 
recombinación somática, por esta razón se le ha denominado SMART (Somatic Mutation 
And Recombination Test). 
Actualmente se dispone de dos sistemas de ensayo SMART, uno que emplea 
marcadores de alas (Graf y col., 1983; Szabad y col., 1983) y otro que afecta a la 
pigmentación del ojo (Vogel y Zjilstra 1987). 
Mediante el ensayo SMART se han realizado una serie de evaluaciones, desde 
compuestos químicos puros (Fragiorge y col., 2008) hasta mezclas complejas, como:  
ríos contaminados (Jacociunas y col., 2010;  do Amaral y col., 2005 y 2006; Sartini y col., 
2008; de Moraes y col., 2007), aguas residuales, metales (Carmona y col., 2008; 
Yesilada, 2001; Osaba y col., 2002; Iyehara y col., 1994), contaminantes orgánicos, 
potabilización de aguas, herbicidas (Kaya y col., 2000 y 2004; Torres y col., 1992), 
fungicidas (Rahden-Staron, 2002), plaguicidas (Osaba y col., 1999; Pillco, 2006), 
extractos de plantas (Pillco y Rodrigo, 2005, Mamani y col., 2006), HPAs (Whysner y col., 
2004; Müller, 2002; Delgado-Rodriguez y col., 1995; Frölich y Würgler, 1994; Dean, 1985; 
Dehl y col., 2008), alimentos (Kounatidis y col., 2009) y pruebas de antigenotoxicidad 
(Karekar y col., 2000). 
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Esta tesis se enmarca dentro de la línea de investigación desarrollada en el Laboratorio 
de Mutagénesis Ambiental del Instituto de Ciencias Agrarias del Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas y el Grupo de Toxicología Celular del Departamento de 
Biología de la Universidad Autónoma de Madrid, sobre ―Desarrollo y optimización de una 
estrategia de ensayos para la evaluación toxicológica de mezclas contaminantes 
ambientales‖  
En este contexto, el objetivo de este trabajo se centró en la estrategia de realizar 
evaluaciones toxicológicas de mezclas complejas que son potencialmente destinadas a la 
agricultura como enmiendas orgánicas o como materia prima con alto valor energético, 
mediante métodos alternativos a la experimentación animal de ecotoxicidad, 
mutagenicidad y genotoxicidad. 
Por ello se persiguen los siguientes objetivos parciales: 
 Evaluar los efectos fitotóxicos de mezclas complejas utilizando el ensayo de 
germinación en semillas de Lepidium sativum. 
 Evaluar los efectos ecotóxicos de mezclas complejas utilizando el ensayo de 
toxicidad aguda de Vibrio fischeri. 
 Evaluar los efectos mutagénicos de mezclas complejas utilizando el ensayo in 
vitro de mutagenicidad en Salmonella typhimurium. 
 Evaluar los efectos genotóxicos de mezclas complejas utilizando el ensayo in vivo 
de mutación y recombinación somáticas (SMART) en alas de D. melanogaster. 
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3.1 Selección de las mezclas 
Las mezclas seleccionadas para la evaluación ecotóxica, mutagénica y genotóxica fueron 
divididas en tres grupos: 
Grupo 1. Mezclas complejas relacionadas con la agricultura:  
 Lixiviados de suelos agrícolas enmendados con lodos de depuradora 
 Suelos agrícolas enmendados con: lodo de depuradora, lodo compostado y 
compost de residuos sólidos urbanos. 
 Enmiendas agrícolas: lodos de depuradora, lodo compostado y compost de 
residuos sólidos urbanos (RSU). 
Grupo 2. Mezclas complejas empleadas como materia prima para la obtención de 
productos con alto valor energético: 
 Lodo procedente de una planta de depuración de aguas residuales urbanas. 
 Lodo procedente de una planta de depuración de aguas residuales industriales. 
Grupo 3. Mezclas complejas obtenidas de la valorización de lodos de depuradora: 
 Líquidos de pirólisis sin fraccionar, obtenidos a partir de lodos procedentes de 
plantas de depuración de aguas residuales urbanas e industriales. 
 Líquidos de pirólisis fraccionados obtenidos a partir de lodos procedentes de 
plantas de depuración de aguas residuales urbanas e industriales. 
La figura 3.1 muestra gráficamente las diferentes mezclas seleccionadas. En naranja se 
presentan las mezclas del grupo 1, en marrón las que pertenecen al grupo 2 y en azul las 
correspondientes al grupo 3. 
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Figura 3.1.  Mezclas complejas seleccionadas para la valoración ecotóxica, mutagénica y 
genotóxica. Se representan en color naranja las mezclas  relacionadas con la agricultura, en color 
marrón las mezclas empleadas como materia prima para la obtención de productos con valor 
energético y en azul aquellas que se obtienen de la valorización de lodos de depuradora. 
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3.1.1 Mezclas complejas relacionadas con la agricultura 
 
3.1.1.1 Lixiviados de suelos agrícolas enmendados con lodos de depuradora 
Las muestras de lixiviados fueron tomadas en la finca experimental ―La Poveda‖ 
perteneciente al Centro de Ciencias Medioambientales (CSIC), situada en el tramo medio 
del río Jarama a unos 23 km de Madrid por la autovía Madrid-Valencia, en el término 
municipal de Arganda del Rey (Figura 3.2). 
Figura 3.2 Vista aérea de la finca experimental ―La Poveda‖ (delimitada en rojo) y de su entorno. 
El círculo amarillo indica la localización del terreno en el que se tomaron las muestras de lixiviados 
(Fuente: Modificado de Google Maps) 
Las muestras se obtuvieron con lisímetros de succión (Figura 3.3), estos poseen un 
extremo terminal poroso de cerámica, que está conectado a un tubo que se continúa con 
una manguera de PBC.  
Los lisímetros se introdujeron a 1,50m de profundidad en suelos sin enmendar y suelos 
enmendados con lodos de depuradora. Los lixiviados obtenidos fueron conservados en 
laboratorio a 4ºC para realizar la caracterización físico-química y las diferentes 
evaluaciones toxicológicas. El muestreo se realizó de junio a diciembre del 2008 y 2009. 
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Figura 3.3 Lisímetro de succión (Fuente: Propia) 
3.1.1.2  Suelos agrícolas enmendados con lodo de depuradora, lodo compostado y 
compost de RSU 
Las muestras de suelos enmendados con residuos fueron tomadas en la finca 
experimental ―La Higueruela‖, perteneciente al Centro de Ciencias Medioambientales 
(CSIC), situada en el término municipal de Santa Olalla (Toledo). Sus coordenadas 
geográficas son 40º 3’ de latitud norte y 4º 26’ de longitud oeste y se encuentra a una 
altitud media de 450 m sobre el nivel del mar (figura 3.4). 
Figura 3.4. Vista aérea de la finca experimental ―La Higueruela‖ (delimitada en rojo) y de su 
entorno. El círculo amarillo indica la localización del terreno en el que se tomaron las muestras de 
lixiviados (Fuente: Modificado de Google Maps) 
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Se tomaron tres tipos de muestra, suelo sin enmendar, suelo enmendado con lodo 
secado térmicamente, suelo enmendado con lodo compostado y suelo enmendado con 
compost de RSU (Figura 3.5). Estos suelos forman parte del un proyecto de investigación 
dirigido por el Dr. Alfredo Polo del CSIC. Las diferentes enmiendas fueron aplicadas 
anualmente con una dosis de 80 t ha-1 
La toma de muestras se realizó antes de que se recogieran las cosechas (abril del 2008 y 
mayo 2009). Se empleó una sonda cilíndrica de tubo hueco y cabeza plana de 3.0 cm de 
diámetro, con un martillo accesorio para alcanzar los primeros 20 cm de la capa arable. 
Dentro de la misma parcela se realizó un muestreo en zigzag, tomando submuestras de 
suelo cada metro aproximadamente. 
En todos los experimentos las submuestras se mezclaron y homogeneizaron y se 
conservaron a 4ºC para luego realizar la caracterización físico-química y la evaluación 
toxicológica. 
 
Figura 3.5. Arriba: a la izquierda, suelo control; a la derecha, suelo enmendado con compost RSU. 
Abajo: a la izquierda suelo control; a la derecha suelo enmendado con lodo secado térmicamente 
(Foto: Victor Franco). 
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3.1.1.3 Enmiendas agrícolas: lodos de depuradora, lodo compostado y compost de 
RSU 
Se recolectaron tres tipos de residuos que se aplican como enmiendas orgánicas en 
agricultura: Lodo de depuradora secado térmicamente, lodo compostado y compost de 
RSU. 
El lodo de depuradora secado térmicamente fue obtenido de una planta de depuración de 
aguas residuales de Madrid. En planta, el lodo fue sometido a secado térmico (380ºC - 
450ºC). Como producto final se obtienen pellets de alrededor 2,5 mm de diámetro (Figura 
3.6, A) 
El compost de RSU (Figura 3.6, B) y el lodo compostado (Figura 3.6, C) fue suministrado 
por la empresa TGM que composta los residuos urbanos en la planta de tratamiento y 
reciclaje de Valdemingómez (Madrid). 
  
Figura 3.6. A) Lodo de depuradora, B) compost de residuos sólidos urbanos, C) Lodo 
compostado. 
3.1.2 Mezclas complejas empleadas como materia prima para la obtención de 
productos con alto valor energético. 
Se obtuvieron muestras de dos tipos de lodos, uno generado en una planta de 
tratamiento de aguas residuales industriales de Madrid (Figura 3.7, A) y otro que proviene 
de una planta de tratamiento de aguas residuales de Valladolid (Figura 3.7, B). En cada 
planta los lodos fueron tratados mediante secado térmico (380 - 450ºC). Como producto 
final se obtuvieron pellets de alrededor 2,5 mm de diámetro. Las muestras se 
conservaron a 4ºC para posteriormente realizar la caracterización físico-química y la 
evaluación toxicológica. 
A B C 
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Figura 3.7. Vista aérea de las estaciones depuradoras de aguas residuales A) Madrid Sur y B) 
Valladolid (Fuente: Dracema) 
3.1.3 Mezclas complejas obtenidas de la valorización de lodos de depuradora 
 
3.1.3.1 Líquidos de pirólisis sin fraccionar, obtenidos a partir de lodos de 
depuradora 
Los lodos secados térmicamente obtenidos de las estaciones depuradoras de Madrid y 
de Valladolid fueron transferidos al laboratorio del Grupo de Procesos Térmicos del 
Departamento de Ingeniería Química y Medio Ambiente de la Universidad de Zaragoza, 
para ser sometidos a procesos de pirólisis. 
Cada lodo fue molido, tamizado y transferido a una tolva de alimentación (Figura 3.8, A), 
cuyo objetivo es alimentar con lodo al reactor de lecho fluidizado (Figura 3.8, B). En este 
último, se produjeron las reacciones de pirólisis a tres diferentes temperaturas: 450ºC, 
530ºC y 650ºC. Finalmente los líquidos atraviesan un circuito de condensadores de 
refrigeración para finalmente ser colectados (Figura 3.8, C). Los líquidos que se obtienen 
se denominan, líquidos de pirólisis sin fraccionar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
A B 
Punto de 
Alimentación 
de lodo 
 
 
 
 
 
A B C 
Figura 3.8. A: Reactor de lecho fluidizado, B: Condensadores, C: Líquido de pirólisis 
(Fuente:Laboratório de Procesos Térmicos, UNIZAR) 
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3.1.3.2 Líquidos de pirólisis fraccionados obtenidos a partir de lodos procedentes 
de plantas de depuración de aguas residuales urbanas e industriales. 
Los líquidos de pirólisis obtenidos a 450ºC, 530ºC y 650ºC, fueron fraccionados mediante 
centrifugación, conformándose así, tres fases: superior, media e inferior. 
3.2 Preparación de Muestras  
Las diferentes muestras exceptuando lixiviados y líquidos de pirólisis, fueron secadas y 
conservadas en laboratorio para proceder con la caracterización físico-química: pH, 
conductividad, macroelementos, microelementos. Paralelamente se prepararon extractos 
acuosos y diclorometánicos que fueron utilizados para realizar los análisis ecotóxico 
mutagénico y genotóxico. 
3.2.1 Características físico-químicas  
3.2.1.1 pH 
El pH de las muestras exceptuando los suelos se midió en una suspensión muestra/agua 
1:5 mediante un electrodo de vidrio, siguiendo el procedimiento propuesto por el 
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación (1994).  
Se pesaron 10 g de muestra y se añadieron 50 mL de agua destilada. Se sometió la 
suspensión a agitación durante 10 minutos y se dejó reposar durante 30. Seguidamente, 
se agitó de nuevo y se realizó la medida con un pH-metro con compensación automática 
de temperatura (CRISON micro pH 2001). 
El pH de las muestras de suelos se midió en una suspensión suelo/agua 1:2.5 mediante 
un electrodo de vidrio, siguiendo procedimiento anteriormente descrito. 
3.2.1.2 Conductividad eléctrica 
Se pesaron 10 g de las diferentes muestras y se añadieron 50 mL de agua destilada. 
Después de someter la suspensión a agitación durante media hora, se centrifugó a 15300 
g, se filtró y se midió la conductividad eléctrica en el extracto con un conductímetro 
CRISON micro CM 2201. 
 
A 
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3.2.1.3 Contenido de macroelementos  
Los macroelementos calcio, magnesio, sodio y potasio se extrajeron en una relación 1:10 
de muestra con acetato amónico 1 M (pH 7). Dicha suspensión se agitó durante 10 
minutos y se filtró. En el extracto así obtenido, se midieron sodio, potasio y calcio por 
fotometría de llama (Eppendorf Elex 6361), y el magnesio mediante espectrofotometría 
de emisión de plasma (Perkin Elmer ICP/5500). 
Por otro lado, el contenido de fósforo se determinó según el método descrito por Burriel y 
Hernando (1950). Para ello, se tomó 1 g de suelo y se puso en un frasco de 250 mL al 
que se añadieron 100 mL de la solución extractante, compuesta de 1 g de carbonato 
cálcico, 0.88 g de carbonato magnésico, 1 mL de ácido sulfúrico concentrado y 24.5 mL 
de ácido acético al 98% diluyéndolo en 10 L de agua destilada y ajustando el pH entre 3.2 
y 3.3. La solución se agitó durante cinco minutos, se filtró y se determinó el fósforo por 
colorimetría en un autoanalizador Technicon AAII. 
3.2.1.4 Determinación de microelementos 
Para el análisis de los contenidos totales de hierro, manganeso, zinc y cobre en las 
muestras, se pesaron 0.5 g de muestra y se añadieron 12 mL de ácido nítrico 
concentrado. A continuación, se calentó la mezcla a 180 ºC en digestor durante dos 
horas. Pasado este tiempo, se dejó enfriar, se transvasó a un erlenmeyer y se evaporó 
hasta 1 mL en un baño de arena. Posteriormente, se añadieron 5 mL de ácido perclórico 
concentrado y se dejó evaporar a sequedad en el mismo baño de arena. El residuo se 
diluyó con agua destilada y se filtró con papel lavado a los ácidos, aforándose finalmente 
a 50 mL. Seguidamente, se realizó la medida con un espectrofotómetro de emisión de 
plasma Perkin Elmer ICP/5500. 
El análisis de los contenidos de plomo, cadmio, cromo y níquel se realizó por 
espectrometría de emisión de plasma, previa extracción con ácido 
dietilentriaminopentaacético (DTPA), siguiendo el método propuesto por Lindsay y Norvell 
(1978). Se pesaron 10 g de suelo y se añadieron 30 mL de una solución de DTPA 
ajustada a pH 7.3 (DTPA 0.005 M, cloruro cálcico 0.01 M y trietanolamina 0.1 M). Se 
agitó durante dos horas, se centrifugó a 15300 g y se filtró. En el extracto se analizaron 
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los micronutrientes mediante espectrometría de emisión de plasma con un Perkin Elmer 
ICP/5500. 
3.2.1.5 Preparación de extractos 
Se prepararon extractos acuosos y diclorometánicos de enmiendas orgánicas, suelos 
enmendados y residuos destinados a la valorización energética. 
Para ello se tamizaron las muestras con mallas de 2mm, posteriormente se pesaron 10 g 
de muestra que fue diluida con 100 ml de agua destilada para los extractos acuosos y 
agua destilada mas diclorometano al 5% para los extractos diclorometánicos. 
Los preparados se mantuvieron en agitación durante 24 horas a 20 rpm, posteriormente 
se rescató el sobrenadante y se pasó por papel filtro Wathman Nº 3. 
3.3 Ensayos biológicos 
En la tabla 3.1 se resumen los ensayos biológicos empleados para cada una de las 
muestras evaluadas en este trabajo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Material y métodos 
 
35 
 
Tabla 3.1. Resumen de los ensayos biológicos a los que fueron sometidas las diferentes muestras 
Tratamientos  
Ensayos biológicos 
Ecotoxicidad 
Mutagenicidad 
Test de Ames 
Genotoxi-
cidad 
Germina-
ción 
Biolumi-
niscencia IPE IPPI IPLV 
SMART 
Lixiviados 
 
       
Suelos        
 Suelo enmendado con lodo 
secado térmicamente. 
  
SL* 
     
 
 Suelo enmendado con lodo 
compostado. 
SLC* 
     
 
 Suelo enmendado con compost 
de RSU. 
SC* 
     
 
Enmiendas      
 Lodo secado térmicamente. 
L*
 
     
 
 Lodo compostado. 
LC*
 
     
 
 Compost de RSU. 
C*
 
     
 
Lodos para valorización        
 Lodo de origen industrial Madrid. LMS*      
 
 Lodo de origen urbano 
Valladolid. 
LV* 
     
 
Líquidos de pirólisis        
 Líquido de pirolisis Madrid, 
obtenido a 450ºC. 
M450 
     
 
 Líquido de pirolisis Madrid, 
obtenidos a 530ºC. 
M530 
     
 
 Líquido de pirolisis Madrid, 
obtenido a 650ºC. 
M650 
     
 
 Líquido de pirolisis Valladolid, 
obtenido a 450ºC. 
V450 
     
 
 Líquido de pirolisis Valladolid, 
obtenido a 530ºC. 
V530 
     
 
 Líquido de pirolisis Valladolid, 
obtenido a 650ºC. 
V650 
     
 
Fases de líquidos de pirólisis        
 Superior 450ºC Sup450       
 Media 450ºC Med450       
 Inferior 450ºC Inf450       
 Superior 530ºC Sup530       
 Media 530ºC Med530       
 Inferior 530ºC Inf530       
 Superior 650ºC Sup650       
 Media 650ºC Med650       
 Inferior 650ºC Inf650       
*  Muestras de las que se evaluaron extractos acuosos y diclorometánicos. 
IPE= Test de Salmonella/microsoma de incorporación de placa estándar, IPPI =Incorporación en placa con pre-incubación, 
IPLV=Incorporación en placa para líquidos volátiles. 
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3.3.1 Ensayo de germinación en semillas de Lepidium sativum 
3.3.1.1 Fundamento 
El ensayo de germinación en semillas de Lepidium sativum (berro) es una prueba estática 
de toxicidad aguda. Este ensayo permite evaluar los efectos fitotóxicos producidos en el 
proceso de germinación de semillas y en el desarrollo de las plántulas durante los 
primeros días de crecimiento. Se determina la inhibición en la germinación y la inhibición 
en la elongación de la radícula y del hipocótilo (Figura 3.9).  
 
 
 
 
 
 
3.3.1.2 Reactivos  
Zinc (II)  
3.3.1.3 Procedimiento 
 Se introdujeron 30 semillas de Lepidium sativum en cajas petri (100 mm Ø) que 
contenían papel de filtro Whatman Nº 3 (90 mm Ø) saturado con 5 ml de la dilución. 
Agua destilada fue utilizada como control y Zinc (II) como compuesto tóxico de 
referencia.  
 Cada caja petri fue tapada y sellada con cinta parafilm para evitar la pérdida de 
humedad. 
 Durante 72 horas, a 25 °C y en ausencia de luz fueron incubados los diferentes 
tratamientos. 
 Este procedimiento se realizó por triplicado para cada una de las diluciones. 
Figura 3.9. Lepidium sativum:  A) Semillas, B) formación de radícula (r) e hipocótilo (h), C) Planta 
madura 
r 
h 
A B C 
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 Finalizada la incubación se procedió a cuantificar el número de semillas para 
determinar el porcentaje de germinación (%GR), el porcentaje de longitud radicular 
(%LR), el Índice de germinación (IG). Se tomo como criterio de germinación la 
aparición visible de la radícula. 
 
 
 
 
 Con ayuda de papel milimetrado se midió la longitud de la radícula y del hipocótilo de 
cada una de las plántulas. La figura 3.10  resume el procedimiento  
3.3.1.4 Análisis estadístico 
Los datos fueron analizados mediante análisis de varianza unifactorial (ANOVA) usando 
el software estadístico SPSS para Windows versión 18.0. Este análisis fue combinado 
con el ensayo post hoc de Tukey. Considerándose como significativos aquellos valores 
con un p-valor ≤ 0,05.  
 
%GR= (Media semillas germinadas en el tratamiento / Media semillas germinadas en el control) x 100 
 
%LR = (Media longitud radícula en el tratamiento / Media longitud radícula en el control) x 100 
 
%LR = (Media longitud radícula en el tratamiento / Media longitud radícula en el control) x 100 
 
%LR = (Media longitud radícula en el tratamiento / Media longitud radícula en el control) x 100 
 
IG = (%GR x %LR)/100 
 
Figura 3.10. Esquema general de la prueba de toxicidad con semillas de L. sativum 
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3.3.2 Ensayo de inhibición de luminiscencia en Vibrio fischeri 
3.3.2.1 Fundamento 
La prueba se basa en la medición de la luminiscencia emitida por la bacteria Vibrio 
fischeri (Figura 3.11, A) despues de su exposición a una muestra problema por un 
periodo de 15 a 30 minutos. La intensidad de la luz emitida por las bacterias expuestas a 
la muestra problema se compara con la emitida por bacterias que permanecen en la 
condiciones optimas del sistema control. Ante la presencia de sustancias tóxicas, la 
lumniscencia de V. fischeri disminuye de forma proporcional a la carga tóxica en la 
muestra problema. Este decaimiento se produce como resultado del daño ocasionado a 
los procesos metabolicos asociados con la respiración bacteriana. Se ha seguido el 
protocolo estandarizado ISO11348-3. 
 
Figura 3.11. A) Vibrio fischeri, B) Pozos de incubación, C) Luminómetro 
3.3.2.2 Reactivos  
Reactivo liofilizado (bacteria liofilizada) 
Solución diluyente (Solución de cloruro de sodio al 2%) 
Solución de ajuste osmótico (solución de cloruro de sodio al 22%) 
Solución de reconstitución (agua deionizada) 
3.3.2.3 Procedimiento 
 Se midió el pH de todas las muestras. Si el pH estaba comprendido entre 6 - 8,5 no 
se realizó ningún ajuste. 
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 Se empleó la solución de ajuste osmótico para estabilizar la salinidad de las muestras 
y así generar un medio con óptima presión osmótica. 
 Diferentes diluciones de la muestra se colocaron en viales que fueron introducidos en 
pozos de incubación (Figura 3.11, B), con temperatura controlada a 15 ± 1 ºC, 
paralelamente se suspende la bacteria liofilizada. 
 Se empleó cloruro de sodio 2% para suspender la bacteria liofilizada y se dejó 
reposar 15 minutos a 15ºC para que la bacteria se hidrate y revitalice. 
 Se añadió 500 µl de suspensión de bacterias a 500 µl de cada una de las diluciones. 
 Con ayuda de un luminómetro (Figura 3,11, C) se mide la luminiscencia a los 0, 15 y 
30 minutos. 
 Todo el proceso se llevó a cabo a 15ºC y cada dilución fue evaluada por duplicado. 
 Se ha empleado sulfato de zinc como tóxico de referencia. 
3.3.2.4 Análisis estadístico 
Los resultados se expresan a través de la concentración efectiva CE50 determinada por 
un gráfico logarítmico de la concentración de la muestra versus porcentaje de reducción 
en la intensidad lumínica.  
Para el tratamiento de los datos se determina en primer lugar el factor de corrección 
(valor fkt) a partir de la intensidad de luminiscencia medida (en RLU) utilizando la 
ecuación A. Este factor sirve para corregir los valores iniciales I0 de todas las muestras de 
ensayo, antes de que puedan utilizarse como valores de referencia para la determinación 
de la disminución de luminiscencia provocada por la muestra. 
 
   
   
    
 (A) 
Donde fkt es el factor de corrección para el tiempo de contacto t; Ikt es la intensidad de 
luminiscencia en el control tras un tiempo de contacto t en unidades de luminiscencia 
relativa (RLU); e Ik0 es la intensidad de luminiscencia inicial en el control. 
A partir de la ecuación A se puede determinar el valor corregido (Ict) de la intensidad 
inicial emitida por las bacterias previamente a su exposición a las muestras conteniendo 
sustancias tóxicas (ecuación B): 
t = 15 ó 30 min 
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                       (B) 
El efecto inhibidor de la muestra de ensayo se calcula entonces a partir de la ecuación C. 
100


ct
Ttct
t
I
II
H       (C) 
Donde Ht es el efecto inhibidor en tanto por ciento de la muestra de ensayo tras un 
tiempo de contacto de t; e ITt es la intensidad de luminiscencia de la muestra de ensayo 
tras el tiempo de exposición t, en unidades de luminiscencia relativa. 
A continuación, se calcula el efecto inhibidor medio (Ht) para cada una de las diluciones 
preparadas cuyo CE50 se quiere determinar. Todas las muestras se analizan por 
duplicado. 
Para la evaluación de las relaciones concentración/efecto, y la determinación del valor de 
CE50 correspondiente a un contaminante determinado, es necesario calcular para cada 
nivel de dilución el valor de gamma ( ) (ecuación D), que se define como la relación 
entre la pérdida de emisión de luz inicial y la emitida tras un período de exposición, para 
una concentración específica de sustancias tóxicas. 
t
t
t
H
H


100
 …..(D) 
La relación entre ― ‖ y la concentración del contaminante puede ser expresada en forma 
de ecuación lineal (ecuación E). Dicha ecuación permite determinar el valor de 
concentración correspondiente a una inhibición determinada. Para el caso de la 
concentración efectiva que inhibe al 50% de la actividad bioluminiscente de la bacteria 
(CE50), el valor de   es 1. 
                                 (E) 
Se calcula, por el método de mínimos cuadrados, los valores de CE50 para cada muestra, 
mediante la sustitución en la ecuación E del valor   =1 con sus correspondientes 
intervalos de confianza al 95%. 
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Figura 3.12. Salmonella typhimurium 
3.3.3 Ensayo de mutagenicidad en Salmonella typhimurium 
3.3.3.1 Fundamento 
El ensayo de Salmonella typhimurium (Figura 3.12) 
emplea cepas construidas por ingeniería genética, 
capaces de detectar compuestos que causan 
mutaciones génicas por desplazamiento del marco de 
lectura (frameshift) o por sustitución de pares de bases 
del ADN. Las diferentes cepas son auxotróficas para la 
histidina, (His-) estas son expuestas a las muestras 
problema y son introducidas en placas de agar con 
trazas de histidina/biotina. Dada la composición del medio de cultivo, se forman colonias 
revertientes con las células prototróficas para la histidina (his-), procedentes de 
mutaciones espontáneas u originadas de mutaciones provocadas por las muestras 
problema. Después de un periodo de incubación de 48 horas, las colonias revertientes se 
contabilizan. El valor igual o mayor a dos, de la expresión obtenida de dividir el número 
de revertientes en las placas de prueba entre el número de revertientes de las placas 
control, indica la presencia de actividad mutagénica en la muestra problema.  
3.3.3.2 Reactivos 
 Cloruro de Magnesio (Merck, Alemania). 
 Cloruro Potásico (Merck). 
 Difco Bacto Nutrient Broth (BD, EE.UU.). 
 Difco Bacto Agar (BD). 
 Fosfato Sódico (Merck). 
 D-Biotina (Merck). 
 L-Histidina (Merck). 
 Glucosa (Merck). 
 DMSO (Merck). 
 4-Nitroquinolina-N-óxido (NQO: Sigma Aldrich). 
 Metilmetanosulfonato (MMS; Merck). 
 Metilglioxal (MG: Sigma Aldrich). 
 
 3.3.3.3 Procedimiento método de incorporación en placa estándar (IPE) 
Para aplicar este método la investigación se ha basado en Maron y Ames, 1983; 
Barrueco y col., 1991 y Barber y col., 1980. Mediante este método existe una exposición 
directa de Salmonella typhimurium a las muestras problema (Figura 3.13).  
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  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
        
 
 
 
3.3.3.5 Procedimiento método incorporación en placa para líquidos volátil 
 
(IP 
37°C  
48 horas 
   
100 µL 
100 µL 
100 µL 
100 µL 
100 µL 
Mutágeno Estándar  
Disolvente  
Muestra [X3]  
Muestra [X2]  
Muestra [X1]  
500 µL 
100 µL 
Cultivo a 37°C 
con agitación 
(~18horas) 
Agar líquido + 
trazas  histidina y 
biotina 
Cepas(-80°C) 
     TA98 
     TA100 
     TA102 
     TA104 
Mutación 
Espontánea 
[X3]  [X2]  Mutágeno Estándar  Disolvente  
[X1]  
Número de revertientes por placa  
Figura 3.13. Esquema general del ensayo de incorporación estándar en placa de S. typhimurium 
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 Se dejó crecer 500 µl de cepa bacteriana en 50 ml de Bacto Nutrient Broth durante 16 
horas, a 37ºC, en oscuridad y con agitación (cultivo de noche).  
 Se preparó por triplicado para cada tratamiento (controles, mutágenos estándar y 
muestras), placas de agar mínimo suplementado con glucosa. 
 Se añadieron 100 µl del cultivo de noche a 2ml de agar líquido suplementado con 0.2 
ml de una solución 0.5 mM de histidina/biotina para los controles de reversión 
espontánea. Además, en cada caso, se añadió 100 µl del disolvente, o de la muestra 
en estudio, o del mutágeno estándar. 
 Se homogenizó la mezcla del agar líquido y se extendió sobre placas con agar 
mínimo glucosado (20 ml). 
 Se incubaron las placas durante 48 horas, a 37°C y en oscuridad. 
 Se cuantificó el número de revertientes/placa. 
3.3.3.4 Procedimiento método incorporación en placa con pre-incubación (IPPI) 
El ensayo de pre-incubación es una variante del ensayo de incorporación en placa 
estándar. Se incuban por un corto periodo de tiempo, las cepas y las muestras a evaluar,  
antes de realizar la incubación final. 
 Se dejó crecer 500 µl de la cepa bacteriana en cultivo de noche durante 16 horas, a 
37ºC, en oscuridad y con agitación.  
 Se preparó por triplicado placas de agar mínimo suplementado con glucosa, para los 
diferentes tratamientos. 
  Se añadió 100 µl del cultivo de noche a 100 µl del disolvente, o de la concentración 
de estudio, o del mutágeno estándar de la cepa. 
 Los diferentes tratamientos se incubaron durante 20 minutos, a 37ºC, en oscuridad y 
con agitación. 
 Se añadió 2 ml de agar líquido suplementado con histidina/biotina a cada tratamiento. 
 Se homogenizó cada mezcla y se extendió sobre placas con agar glucosado. 
 Se incubaron las placas durante 48 horas, a 37°C en oscuridad. 
 Se cuantificó el número de colonias revertientes. 
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3.3.3.5 Procedimiento método incorporación en placa para líquidos volátiles (IPLV)  
El método para líquidos volátiles es otra variante del método de IPE. Se ha seguido el 
protocolo propuesto por Mortelmans y Zeiger (2000). 
 Se dejó crecer 500 µl de la cepa bacteriana en cultivo de noche durante 16 horas, a 
37ºC, en oscuridad y con agitación. 
 Se preparó por triplicado placas de agar mínimo suplementado con glucosa, para los 
diferentes tratamientos. 
 Se añadieron 100 µl del cultivo de noche a 2 ml de agar líquido suplementado con 0.2 
ml de una solución 0.5 mM de histidina/biotina para los controles de reversión 
espontánea. Además, en cada caso, se adicionó 100 µl del disolvente, o de la 
concentración de estudio, o del mutágeno estándar de la cepa. 
 Se homogenizó la mezcla del agar líquido y se extendió sobre placas con agar 
glucosado. 
 Las placas se sellaron herméticamente y además se colocaron dentro de una cámara 
hermética (Figura 3.14).  
 La cámara con las placas se incubaron durante 48 horas, a 37°C y en oscuridad. 
 Se cuantificó el número de revertientes/placa. 
 
 
 
 
 
 
3.3.3.6 Preparación de la fracción microsomal S9 
La metodología empleada para la preparación de la fracción microsomal S9 fue realizada 
de acuerdo a los protocolos establecidos por Maron y Ames (1983) y Barrueco y col. 
(1991). 
 Ratones la especie Mus musculus fueron inducidos con fenobarbital sódico al 0.1% 
durante 7 días y β-naftoflavona un día antes de ser sacrificados (Figura 3.15 A y B). 
Figura 3.14. Cámara para líquidos volátiles 
Placas petri con S. typhimurium + agar + muestras 
Soporte 
Cámara hermética  
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 Los hígados fueron extraídos, lavados y homogenizados con cloruro de potasio 
(Figura 3.15 C). 
 Los homogenizados fueron centrifugados a 9000 g durante 20 min manteniendo una 
temperatura de 4 ºC. 
 Se rescató el sobrenadante (S9) y se rescató el sobrenadante y se guardo en 
criotubos a -80ºC. 
 
Figura 3.15 A) Ratones Mus musculus inducidos con fenobarbital sódico, B) Administración oral 
de β-Naftoflavona, C) Homogenizado de hígado (Fuente: Propia) 
3.3.3.7 Mezcla S9 
La combinación de la fracción S9 y los cofactores se denomina mezcla S9. La mezcla fue 
preparada en una campana de flujo laminar, manteniendo en hielo todos los 
componentes: 
Componentes Volumen (µl) 
Agua destilada 375  
Solución amortiguadora fosfato 500  
Solución de glucosa 6-fosfato 5 
Solución de NADP 40 
Solución de cloruro de potasio 1,65 M 20 
Solución de cloruro de magnesio 0,4 M 20 
Fracción S9 40 
 
3.3.3.8 Análisis estadístico 
Se calcula la media de los triplicados, se determina la desviación estándar, el índice de 
mutación y se grafican los resultados mediante el programa de Microsoft® Office Excel® 
2003 y S-Plus 2000 Springer Student Edition para Windows.  
A B C 
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El índice de mutación se calcula mediante la fórmula:       
    
  
    
Siendo   la media de los revertientes en el caso de estudio y    la media de los 
revertientes en las placas control. Se considera que la muestra es mutagénica si su 
índice de mutación es mayor o igual a 2.5. 
3.3.4 Ensayo de genotoxicidad en Drosophila melanogaster 
3.3.4.1 Fundamento 
Las células diana del ensayo in vivo SMART en alas de D. melanogaster son los discos 
imaginales (células somáticas de la etapa de larva) (Figura 3.16), que proliferan 
mitóticamente hasta el punto en que se diferencian durante la metamorfosis, en 
estructuras que van a originar las alas de la mosca adulta. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. En la larva de tercer estadio se muestra la 
ubicación de los discos imaginales de las alas. 
 
Huevo 
Larva de primer 
estadío 
Larva de segundo 
estadío 
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Disco imaginal del 
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Pupa 
Ciclo de vida de  
D. melanogaster 
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La técnica se basa en analizar la perdida de heterocigosidad de los genes marcadores 
mwh y flr, presentes en las células diana. Así las alteraciones genéticas inducidas en 
estas células diana se detectan después de las metamorfosis. Las células mutantes 
diferenciadas fenotípicamente en el ala son conocidas como clones mutantes (Carmona, 
2009). 
3.3.4.2 Reactivos  
 Éter de petróleo 
 Etanol 60% 
 Metil metano sulfonato 
 Solución de Faure (Goma arábiga, glicerol, hidrato de cloral, agua). 
 Medio instantáneo Carolina Biological Supply, Formula 424. 
3.3.4.3 Procedimiento 
 Se realizan dos tipos de cruzamientos empleando las siguientes cepas de 
Drosophila  melanogaster: 
Cruzamiento estándar:   
♀ flr3/ In (3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e & Bds  X ♂ mwh/mwh 
        Cruzamiento de alta bioactivación: 
 ♀ORR/ORR; flr3/ In(3LR) TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e & Bds  X  ♂ mwh/mwh 
 Las larvas de tercer estadio  procedentes de los cruces estándar y alta 
bioactivación, se alimentan con 1,5 g de Drosophila Instant Medium (Carolina 
Biological Supply, Burlington) y 5 ml de la solución a evaluar. El número de larvas por 
vial fue de 200, a fin de realizar paralelamente el análisis de supervivencia y 
determinación del efecto genotóxico. 
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  Las larvas permanecieron en los viales hasta completar su desarrollo. Después de 
la eclosión, las moscas adultas fueron colectadas y fijadas en etanol al 70%. Todos 
los experimentos fueron llevados a cabo a  25°C y  60% de humedad relativa.  
 De acuerdo a la morfología de las alas las moscas fueron divididas en dos grupos: 
heterocigotos (mwh/TM3), y trans-heterocigotos (mwh/flr3) (Figura 3.17).  
 Las alas de los individuos trans-heterocigotos fueron fijadas con solución Faure en 
portaobjetos, según el procedimiento de Graf y col. (1984). 
 Las diferentes secciones de ambos lados del ala (Figura 3.17) fueron analizados a 
microscopio en busca de ―manchas‖. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 3.17. Morfología de las alas de la progenie heterocigota mwh/TM3), trans-
heterocigota (mwh/flr3) y secciones del ala. 
 
            mwh/TM3                                       mwh/flr
3
                               Secciones del ala de D. melanogaster 
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Figura 3.18. Marcadores fenotípicos A) Normal o silvestre, B) mwh, C) Flr3  
(Fuente: Heloisa Rodrigues) 
 Las manchas, se clasificaron de la siguiente manera: 
a) Manchas simples mwh. Corresponden aquellas cuyas células presentan tres o 
más pelos, a diferencia de los de fenotipo salvaje, que presentan un solo pelo o 
tricoma por célula (Figura 3.18 B). 
b) Manchas simples flr3. Corresponden aquellas células que presentan una 
expresión fenotípica variable, desde pelos cortos, gruesos, deformes, hasta pelos 
amorfos de apariencia globular. Este fenotipo (Figura 3.18 C) no suele 
manifestarse completamente en sectores de menos de cuatro células. Tampoco 
es frecuente encontrar clones flr3 muy grandes, debido posiblemente a su efecto 
letal.  
c)  Manchas gemelas. Están formados por células adyacentes de fenotipo mwh y flr3, 
respectivamente.  
Como criterio general, las diversas manchas encontradas en las alas se agrupan en tres 
categorías distintas: 
* Manchas simples pequeñas, implican la presencia de una o dos células 
mutantes mwh o flr3 (Figura 3.19 A). 
* Manchas simples grandes, corresponden a tres o más células mutantes mwh o 
flr3 (Figura 3.19 B y C) 
 
A B C 
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* Manchas gemelas, formadas por células mutantes mwh y flr3 (Figura 3.18) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.19. Sectores mutantes que se observan en el ala de Drosophila melanogaster. 
3.3.4.4 Análisis estadístico 
Para la evaluación de los efectos genotóxicos de las diferentes mezclas complejas se 
utilizó la prueba de doble decisión propuesta por Frei y Würgler (1988). Esta prueba 
estadística determina si la frecuencia de manchas que se encuentra en la serie tratada 
difiere significativamente de la hallada en el control, que corresponde a la frecuencia 
espontánea de manchas. La ventaja de la utilización de este estadístico es que permite 
emitir un diagnóstico en el que los resultados pueden clasificarse como positivo, débil 
positivo, negativo o inconcluyente (Selby y Olson, 1981). Estas hipótesis son:  
 Hipótesis nula (H0): no hay diferencia en la frecuencia de manchas entre el 
tratamiento y el control. 
 Hipótesis alternativa (HA): el tratamiento supone un incremento de m veces la 
frecuencia de manchas comparada con la frecuencia espontanea esperada. El factor 
de multiplicación m se fija de forma empírica en función de las frecuencias 
espontáneas observadas y siguiendo la práctica común en otros ensayos de 
genotoxicidad. Los valores de m utilizados fueron: 2 para manchas pequeñas y totales 
y 5 para manchas grandes y dobles, ya que ambos tipos aparecen con una frecuencia 
espontánea muy baja. 
A B 
C D 
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Si se rechaza la H0, implica que el tratamiento origina un incremento significativo de la 
frecuencia de manchas. Si además, se rechaza la HA, significa que el tratamiento no 
produce el incremento requerido para considerar el compuesto como un claro genotóxico. 
En este caso se clasifica como genotóxico débil. 
Por otro lado si no se rechaza ninguna de las dos hipótesis, los resultados se consideran 
inconcluyentes, ya que ambas hipótesis son mutuamente excluyentes y no pueden ser 
aceptadas a la vez. 
De acuerdo con Frei y Würgler (1988), para comprobar las dos hipótesis se pueden 
utilizar los siguientes métodos: 
 La prueba binomial condicional (Kastenbaum y Bowman 1970; Margolin y col., 1983).  
 La prueba de proporciones 
Los dos métodos son en principio equivalentes y tienen la ventaja de que no se necesita 
estimar la frecuencia espontanea de manchas para comprobar la HA. En este trabajo se 
ha utilizado la prueba binomial condicional. 
Para cada concentración y compuesto evaluado, se calculó la frecuencia de inducción de 
manchas por célula. Esto permite una comparación de la actividad genotóxica de 
diferentes agentes o sustancias. 
La frecuencia de inducción de sectores mutantes se calculó aplicando la siguiente 
fórmula:  
  
         
  
 
Donde: 
   frecuencia de inducción de sectores por célula;    número de manchas;   
 número de alas analizadas;    número de células por ala. 
Se ha considerado que cada ala analizada tiene aproximadamente unas 24.400 células 
(Alonso-Moraga y Graf, 1989). 
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4.1 Características analíticas de las muestras 
4.1.1 Lixiviados de suelos agrícolas enmendados con lodos de depuradora 
Las muestras de lixiviados de suelos enmendados con lodos de depuradora, fueron 
tomados entre junio y diciembre del 2008 y 2009. El valor del pH osciló entre 5,66 y 6,21 
y la conductividad eléctrica entre 4,5 y 5,3 dS m-1.  
4.1.2 Suelos agrícolas  
La tabla 4.1 muestra la caracterización analítica de la muestra de suelo obtenida en la 
granja experimental ―La Higueruela‖. Se distingue un pH ligeramente ácido, una 
conductividad eléctrica baja. 
Por otra parte, la concentración de nutrientes como el P y Ca son ligeramente bajos, 
mientras que el contenido de K es alto. Los niveles de Fe y Mn se consideran dentro del 
rango de suficiencia, mientras que los de Cu y Zn se encuentran en valores deficitarios 
para el cultivo (Cadahía y Lucena, 1998; López y Grau, 2004).  
Tabla 4.1 Caracterización físico-química del suelo  
 
Parámetro Suelo Control 
pH (H2O) 6,4 
CE (dS m-1) 0,1 
Macroelementos asimilables (mg kg-1)  
P  90 
K 200 
Ca 1320 
Mg 150 
Na 13 
Metales pesados totales (mg kg-1)  
Fe 5920 
Mn 65 
Cu 3 
Zn 18 
Cr 5 
Pb 3 
Ni 4 
Cd < 0,2 
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En resumen, el nivel de fertilidad agrícola del suelo es bajo, estando sometido a procesos 
degradativos similares a otros suelos de la región mediterránea (Zalidis et al., 2002) y que 
repercuten negativamente sobre sus funciones ecológicas dentro del agroecosistema. 
4.1.3 Enmiendas agrícolas: lodo secado térmicamente, lodo compostado y 
compost de RSU 
Las características analíticas de las enmiendas se muestran en la tabla 4.2. Se observa 
que el pH del compost de RSU es ligeramente más alcalino frente al lodo secado 
térmicamente (L) y el lodo compostado (LC), que se mantienen más cercanos a la 
neutralidad. De igual forma, la conductividad eléctrica en el compost de RSU es más 
elevada, sin duda por tratarse de un material fresco, frente a las otras dos enmiendas.  
Tabla 4.2. Caracterización físico química enmiendas  
 
Parámetro L  RSU LC 
pH (H2O) 7  6,34 7,15 
CE (dS m-1) 2,3  10,8 7,8 
Macroelementos asimilables (mg kg-1)   
P  32000  5200 22100 
K 4600  8000 6500 
Ca 37400  57900 93200 
Mg 11200  4800 9700 
S 9100  5400 13800 
Na 600  4900 1000 
Metales pesados totales (mg kg-
1) 
    
Fe 45320  8064,8 30333 
Mn 258  142,9 522 
Cu 331  83 329 
Zn 1202  290,9 1771 
Cr 91  211,7 338 
Pb 262  76,7 304 
Ni 44  74,3 64 
Cd 4,4  1 3,6 
Al 20  8,2 41 
 
Los valores medios de macroelementos se encuentran dentro de los rangos de valores 
encontrados en estos tipos de materiales orgánicos por otros autores (Fernández y col., 
2009a; Mosquera-Losada y col., 2010).  
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Los valores totales de ―metales pesados‖ presentes en los lodos constituyen uno de los 
factores limitantes de su aplicación agronómica. En nuestro caso, los contenidos en 
―metales pesados‖ se encuentran por debajo de los límites indicados en el Real Decreto 
1310/1990, por el que se regula la aplicación de lodos de depuradora en el sector agrario, 
siendo materiales aptos para su uso en agricultura. 
4.1.4 Mezclas complejas empleadas como materia prima para la obtención de 
productos con alto valor energético 
Las características analíticas de los lodos destinados a valorización energética se reflejan 
en la tabla 4.3. Se observa que el pH del lodo de origen industrial Madrid es más alcalino 
que el de origen urbano Valladolid. La conductividad eléctrica de ambos lodos es similar. 
Los valores totales de ―metales pesados‖ presentes en los lodos se encuentran por 
debajo de los límites indicados en el Real Decreto 1310/1990, por el que se regula la 
aplicación de lodos de depuradora en el sector agrario, por lo tanto también son 
materiales aptos para uso en agrícola. 
Tabla 4.3. Caracterización físico-química de lodos Madrid y Valladolid 
 
Parámetro Lodo Madrid Lodo Valladolid 
pH (H2O) 6,69 7,63 
CE (dS m-1) 1,7 1,4 
Macroelementos asimilables (mg 
kg-1) 
  
P  10866,8 14068,6 
K 4225,5 6693,5 
Ca 33136,0 31960,5 
Mg 7822,9 6341,4 
Na 718,3 760,1 
Metales pesados totales (mg kg-1)  
Fe 11,348 20711,0 
Mn 121,5 150,3 
Cu 260,8 150,2 
Zn 940,4 1526,7 
Cr 33,1 35,5 
Pb 100,8 43,7 
Ni 31,1 88,8 
Cd 1,7 0 
 
 
4.1.5 Mezclas obtenidas de la valorización de lodos de depuradora 
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La tabla 4.4, refleja la caracterización química de líquidos de pirólisis obtenidos a partir de 
los lodos de las estaciones depuradoras de aguas residuales industriales Madrid y 
urbanas Valladolid. Se puede observar que están conformados principalmente por 9 
familias químicas. El detalle de la caracterización de cada uno de los líquidos se halla en 
los anexos 1, 2, 3, 4, 5 y 6.. 
En la figura 4.1 se puede distinguir que los compuestos pertenecientes al grupo de los 
aromáticos incrementan proporcionalmente con la temperatura de pirólisis, mientras que 
los grupos alifáticos y esteroides sufren una disminución. Respecto a los halogenuros y 
los aromáticos sulfurados no se observan cambios significativos. 
Tabla 4.4 Grupos químicos (%) presentes en los líquidos de pirólisis Madrid y Valladolid 
Grupo Madrid Valladolid 
 450°C      530°C    650°C 450°C      530°C    650°C 
Alifáticos 
Aromáticos 
Poliaromáticos 
Alifáticos oxigenados 
Aromáticos oxigenados 
Alifáticos nitrogenados 
Aromáticos nitrogenados 
Esteroides 
Halogenuros 
Aromáticos sulfurados 
15.69 
14.01 
1.23 
18.34 
11.82 
7.92 
17.67 
12.01 
0.00 
1.29 
25.15 
14.36 
9.11 
7.79 
7.57 
11.49 
4.81 
15.23 
3.68 
0.82 
7.43 
19.48 
24.65 
0.07 
21.33 
0.65 
26.07 
0.32 
0.00 
0.00 
16.76 
8.38 
2.26 
16.33 
1.72 
7.49 
30.95 
13.94 
2.18 
0.00 
14.30 
15.17 
11.44 
13.19 
4.71 
11.37 
23.52 
2.29 
1.97 
2.05 
2.62 
18.13 
36.99 
1.12 
2.17 
0.31 
36.37 
0.00 
1.98 
0.00 
 
 
 
 
Valoración de la toxicidad 
Figura 9. 
 
 
 
 
 
4.2 Ensayos biológicos 
4.2.1 Ensayo de germinación en semilla de Lepidium sativum 
Madrid  Valladolid 
Figura 4.1. Caracterización química de líquidos de pirólisis  
Resultados 
 
57 
 
0
20
40
60
80
100
120
Jun Jul AgoSep OctNov Dic Jun Jul AgoSep OctNov Dic
2008 2009
Ín
d
ic
e
 d
e
 g
e
rm
in
a
c
ió
n
 (
%
)
4.2.1.1 Lixiviados de suelos enmendados con lodos de depuradora  
Las muestras de lixiviados fueron evaluadas al 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v). La tabla 4.5 y 
la figura 4.2 indican el valor del índice de germinación calculado para el tratamiento al 
100% (v/v), se puede observar que los valores obtenidos son superiores al 80%, límite 
superior al cual no se evidencia fitotoxicidad (Zucconi y col., 1981). La tabla muestra 
además, la longitud promedio de la radícula y del hipocótilo, en ambos casos se 
determinó que no existe diferencia significativa respecto al control (p < 0,05). 
Los valores del índice de germinación y la longitud media de radícula e hipocótilo 
producido por los tratamientos al 50, 25 y 10% (ver anexo 7) tampoco difirieron 
significativamente del control y en todos los casos el índice de germinación fue superior al 
80%, por lo que no se evidencia un efecto fitotóxico producido por los lixiviados de suelos 
enmendados con lodos de depuradora sobre la germinación de Lepidium sativum.  
Tabla 4.5. Índice de germinación (IG), longitud media de la radícula (LR) e hipocótilo (LH) para las muestras 
de lixiviados (100% v/v), usando semillas de Lepidium sativum como indicador. 
   Control Jun Jul 
 
Ago Sep Oct Nov Dic 
          2008 IG (%) 100 89,01 90,33 89,53 87,31 86,04 87,25 91,00 
LR(mm) 4,32 4,00 3,90 4,20 4,80 4,20 4,00 4,00 
LH(mm) 1,68 1,76 1,72 1,65 1,70 1,76 1,70 1,63 
          
2009 IG (%) 100 87,59 86,52 92,49 91,41 91,94 95,94 92,61 
LR(mm) 4,05 4,22 4,32 4,00 4,00 4,10 3,90 3,70 
LH(mm) 1,64 1,66 1,56 1,58 1,67 1,60 1,72 1,72 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.1.2 Suelos enmendados con lodo, lodo compostado y compost RSU  
Figura 4.2. Efecto de la adición de lixiviados obtenidos en suelos enmendados con lodos 
de depuradora, con dosis de 0 (barra azul) y 100% (v/v) (barras rojas), sobre el índice de 
germinación de semillas de L. sativum. 
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Se han evaluado concentraciones de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) de extractos acuosos y 
diclorometánicos de suelos que fueron enmendados con lodo secado térmicamente, 
compost de RSU y lodo compostado. 
En general se pudo observar un efecto beneficioso de la adición de residuos al suelo 
agrícola. En la figura 4.3 se presentan los índices de germinación para los diferentes 
tratamientos. Se puede observar que en todos los casos el índice de germinación es 
superior al 80% respecto al 100% del control, lo que indicaría la ausencia de un efecto 
fitotóxico (Zucconi y col, 1981). Sin embargo también se puede apreciar que el índice de 
germinación disminuye cuando las semillas de L. sativum son expuestas a extractos de 
suelos sin enmienda, lo que indica que la aplicación de residuos favorece el proceso de 
germinación. 
 
Figura 4.3. Efecto de la adición de extractos de suelos enmendados (S = suelo sin enmendar, S+L 
= suelo enmendado con lodo secado térmicamente, S+RSU = suelo enmendado con compost de 
RSU, S+LC = Suelo enmendado con lodo compostado, con dosis de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) 
sobre el índice de germinación de semillas de L. sativum. 
 
La figura 4.4 muestra las longitudes medias de las radículas e hipocótilos para todos los  
tratamientos. Respecto a los hipocótilos, se puede apreciar que ninguno de los 
tratamientos difiere estadísticamente del control (p < 0,05) y tampoco difieren entre 
tratamientos. Sin embargo analizando la longitud de la radícula, se puede observar que 
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los extractos de suelos no enmendados producen una disminución significativa de la 
longitud respecto al control y a los demás tratamientos. 
 
Figura 4.4. Efecto de la adición de extractos de suelos enmendados con residuos (S = suelo sin 
enmendar, S+L = Suelo enmendado con lodo de depuradora, S+RSU = suelo enmendado con 
compost de RSU, S+LC = Suelo enmendado con lodo compostado, con dosis de 0, 10, 25, 50 y 
100% (v/v), sobre la longitud del hipocótilo y la radícula en semillas de L. sativum. Barras con la 
misma letra no difieren estadísticamente (p < 0,05). 
 
4.2.1.3 Enmiendas agrícolas: lodo, lodo compostado y compost de RSU 
Se han evaluado concentraciones de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) de extractos acuosos y 
diclorometánicos de tres enmiendas agrícolas: lodo secado térmicamente, compost de 
RSU y lodo compostado. 
La figura 4.5 muestra los índices de germinación para los extractos acuosos y 
diclorometánicos, considerando que para el control este índice corresponde al 100%. La 
figura 4.6 indica la longitud media de la radícula e hipocótilo para ambos grupos de 
tratamientos. 
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De acuerdo a los resultados, los extractos acuosos proporcionan un medio más 
adecuado para la germinación que los extractos diclorometánicos. El índice de 
germinación para los extractos acuosos fue superior al 60%.  
Los valores de los índices de germinación para los extractos diclorometánicos de lodo y 
lodo compostado se encuentran por debajo del 60%, límite de fitotoxicidad propuestos 
por Zucconi y col. (1981), sin embargo en el caso del compost se observa que conforme 
disminuye la dosis de exposición se ve favorecido el proceso de germinación. 
 
 
Figura 4.5. Efecto de la adición de extractos de residuos utilizados para enmendar suelos 
agrícolas (L = lodo secado térmicamente, RSU = compost de residuos urbanos, LC = lodo 
compostado), con dosis de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) sobre el índice de germinación de semillas 
de L. sativum. 
 
La figura 4.6 muestra los resultados de la longitud de la radícula y el hipocótilo. Se 
observa que las longitudes de radícula de los extractos acuosos y diclorometánicos no 
difieren significativamente del control (p < 0,05) y tampoco difieren significativamente 
entre sí. Sin embargo los extractos diclorometánicos inhiben significativamente el 
desarrollo de la radícula, excepto las dosis más bajas de compost (10% y 25%), cuyas 
longitudes son similares a las obtenidas con los tratamientos de extractos acuosos. 
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Figura 4.6. Efecto de la adición de distintos residuos que se emplean como enmiendas agrícolas 
(L = lodo secado térmicamente, RSU = Compost de residuos urbanos, LC = lodo compostado), 
con dosis de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v), sobre la longitud del hipocótilo y la radícula en semillas de 
L. sativum con los distintos tratamientos aplicados. Barras con la misma letra no difieren 
estadísticamente (p < 0,05). 
 
4.2.1.4 Mezclas empleadas como materia prima para la obtención de productos 
energéticos 
Se han evaluado concentraciones de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) de extractos acuosos y 
diclorometánicos de lodos procedentes de dos estaciones depuradoras, una de origen 
industrial Madrid y otra de origen urbano Valladolid, que actualmente están siendo 
utilizados para la valorización energética mediante procesos de pirólisis. 
La figura 4.7 muestra los resultados del índice de germinación para extractos acuosos y 
diclorometánicos. En todos los casos se observa que el índice de germinación va 
incrementando conforme disminuye la dosis de exposición, sin embargo en ningún 
tratamiento se alcanza por lo menos el 50% de germinación respecto al 100% del control, 
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esto indica que las diferentes dosis de los extractos ejercen un efecto fitotóxico elevado 
sobre la germinación de L. sativum (Zucconi y col., 1981). 
La figura 4.8 muestra las longitudes medias de las radículas e hipocótilos para todos los  
tratamientos. Se observa que la longitud de los hipocótilos no difieren estadísticamente 
del control (p < 0,05), excepto en los tratamientos con las dosis más elevadas.  
Respecto a la longitud de la radícula se puede distinguir que los diferentes tratamientos 
ejercen un efecto de inhibición significativa, por lo que se distingue una longitud menor 
respecto al control. 
 
Figura 4.7. Efecto de la adición de extractos de lodos destinados a valorización energética (LM = 
lodo obtenido de una estación de depuración de Madrid, LV = lodo obtenido de una estación de 
depuración de Valladolid), con dosis de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) sobre el índice de germinación 
de semillas de L. sativum. 
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Figura 4.8. Efecto de la adición de extractos de lodos (LM = lodo de origen industrial Madrid, LV = 
lodo de origen urbano Valladolid), con dosis de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v), sobre la longitud del 
hipocótilo y la radícula en semillas de L. sativum. Barras con la misma letra no difieren 
estadísticamente (p < 0,05). 
 
4.2.1.5 Mezclas obtenidas de la valorización de lodos (líquidos de pirólisis) 
Los lodos de las estaciones de depuración de aguas residuales de Madrid y Valladolid, 
fueron sometidos a procesos de pirólisis de 450, 530 y 650 ºC. Por lo que para cada lodo 
se obtuvieron 3 líquidos de pirólisis. 
Se evaluaron dosis de 0, 0.05, 0.1, 0.5 y 1% (v/v) de los líquidos de pirólisis Madrid y 
Valladolid. 
En la Figura 4.9 se presentan los resultados del índice de germinación. La dosis máxima 
de los líquidos de pirólisis obtenidos a 530 y 650 ºC ha resultado ser letal. En todos los 
casos, se puede apreciar que existe un incremento de la germinación conforme 
disminuye la dosis de exposición, sin embargo en ninguno se supera el 50% de 
germinación, lo que indica que estos líquidos ejercen un efecto fitotóxico significativo 
sobre L. sativum (Zucconi y col., 1981). 
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Figura 4.9. Efecto de la adición de líquidos de pirólisis de lodos de depuradora, obtenidos a 
diferentes temperaturas, con dosis de 0, 0.05, 0.01, 0.5 y 1% (v/v) sobre el índice de germinación 
de semillas de L. sativum. 
 
En la Figura 4.10 se presentan los resultados del crecimiento de la radícula y el 
hipocótilo. Se puede ver que la aplicación de líquidos de pirólisis produce un efecto 
significativamente adverso en el crecimiento de ambos indicadores hasta el punto en que 
se inhibe completamente el desarrollo de radícula e hipocótilo. 
0
20
40
60
80
100
120
450°C 530°C 650°C 450°C 530°C 650°C
Control Líquidos Madrid Líquidos Valladolid
Ín
d
ic
e
 d
e
 g
e
rm
in
ac
ió
n
 (
%
)
Tratamientos
0% 0,05% 0,10% 0,50% 1%
Resultados 
 
65 
 
 
 
Figura 4.10. Efecto de la adición de líquidos de pirólisis de lodos de depuradora, obtenidos a 
diferentes temperaturas, con dosis de 0, 0.05, 0.01, 0.5 y 1% (v/v), sobre la longitud del hipocótilo 
y la radícula en semillas de L. sativum. Barras con la misma letra no difieren estadísticamente (p <  
 
 
4.2.2 Ensayo de inhibición de luminiscencia en Vibrio fischeri 
Antes de realizar la evaluación mediante el ensayo de inhibición de la luminiscencia, ha 
sido necesario realizar ajustes de pH y conductividad de todas las muestras. Los valores 
iniciales y finales se muestran en el anexo 8. 
4.2.2.1 Lixiviados de suelos enmendados con lodos de depuradora  
La muestras de lixiviados fueron evaluadas al 6.25, 8.33, 12.50, 16.67, 25.00, 33.33, 
50.00, 80.00% (v/v). La figura 4.11 muestra los resultados obtenidos para la muestra 
colectada en diciembre del 2009, se puede observar que ninguna de las dosis evaluadas 
ejerce un efecto de inhibición sobre la bioluminiscencia de Vibrio fischeri. 
Los resultados obtenidos con las 13 muestras restantes (junio – diciembre 2008 y junio – 
noviembre 2009) han demostrado ejercer un efecto similar al producido por la muestra de 
lixiviado de diciembre del 2009, por lo que no se evidencia un efecto ecotóxico producido 
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Figura 4.11. Efecto de la adición de lixiviados de suelos enmendados con lodos de depuradora, 
con dosis de 6.25, 8.33, 12.50, 16.67, 25.00, 33.33, 50.00, 80.00% (v/v) sobre la emisión de 
bioluminiscencia de Vibrio fischeri (Inhibición %), a los 15 y 30 minutos de exposición. 
 
4.2.2.2 Suelos enmendados con lodo, lodo compostado y compost RSU  
Se han evaluado concentraciones de 6.25, 8.33, 12.50, 16.67, 25.00, 33.33, 50.00, 
80.00% (v/v) de extractos acuosos y diclorometánicos de suelos que fueron enmendados 
con: lodo secado térmicamente, compost de RSU y lodo compostado. 
En la figura 4.12, se puede observar que los extractos acuosos de los diferentes 
tratamientos ejercen un efecto que favorece la emisión de unidades relativas de luz 
producidas por Vibrio fischeri. Los extractos diclorometánicos de los suelos enmendados 
tambien han demostrado ser medios adecuados que promueven la producción de 
bioluminsicencia.  
En general no se evidencian diferencias significativas entre extractos acuosos y 
diclorometánicos, excepto en la muestra de suelo enmendado con compost de residuos 
urbanos, donde se puede apreciar que el porcentaje de inhibición de la luminiscencia va 
incrementado conforme incrementa la dosis de exposición, hasta alcanzar el 38% de 
inhibición a los 30 minutos de exposición. 
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Figura 4.12. Efecto de la adición de extractos de suelos enmendados con residuos orgánicos 
(Lodo secado térmicamente, compost de RSU, lodo compostado), con dosis de 6.25, 8.33, 12.50, 
16.67, 25.00, 33.33, 50.00, 80.00% (v/v) sobre la emisión de bioluminiscencia de Vibrio fischeri 
(Inhibición %), a los 15 y 30 minutos de exposición. 
4.2.2.3 Enmiendas agrícolas: lodo, lodo compostado y compost de RSU 
Se han evaluado concentraciones de 6.25, 8.33, 12.50, 16.67, 25.00, 33.33, 50.00, 
80.00% (v/v) de extractos acuosos y diclorometánicos de tres tipos de enmiendas: lodo 
secado térmicamente, compost de RSU y lodo compostado. 
La figura 4.13 muestra la inhibición de la bioluminiscencia (%) observada a los 15 y 30 
minutos para los diferentes tratamientos. Se puede apreciar que tanto extractos acuosos 
como diclorometánicos proporcionan un medio adecuado para Vibrio fischeri, lo cual se 
ve reflejado por un incremento de la intensidad lumínica conforme menor es la dosis de 
exposición. Sin embargo para las concentraciones más altas del tratamiento con lodo 
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compostado, donde se puede apreciar un efecto de inhibición de la bioluminiscencia, pero 
este es inferior al 50%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.13. Efecto de la adición de extractos de enmiendas de suelos agrícolas (Lodo secado 
térmicamente, compost de RSU, lodo compostado), con dosis de 6.25, 8.33, 12.50, 16.67, 25.00, 
33.33, 50.00, 80.00% (v/v) sobre la emisión de bioluminiscencia de Vibrio fischeri (Inhibición %), a 
los 15 y 30 minutos de exposición. 
 
 
También se puede apreciar que no existen diferencias significativas entre los resultados 
obtenidos con los extractos acuosos respecto a los diclorometánicos. Los residuos 
aplicados como enmiendas orgánicas han demostrado que no ejercen un efecto tóxico 
sobre Vibrio fischeri. 
4.2.2.4 Mezclas empleadas como materia prima para la obtención de productos 
energéticos 
Dada la toxicidad y turbidez de los extractos de ambos lodos (Madrid y Valladolid) fueron 
necesarios experimentos previos para obtener el rango de dosis a partir de cual se 
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Extractos acuosos 
 
 
Extractos diclorometánicos 
 
 
puedan realizar las evaluaciones. Se han definido como dosis de evaluación: 1.25, 1.67, 
2.50, 3.33, 5.00, 6.67, 10.00, y 16.00 % (v/v). 
En la figura 4.14 se puede observar que los extractos del lodo Valladolid proporcionan un 
medio adecuado para la producción de luminiscencia de Vibrio fischeri. Sin embargo los 
resultados por exposición a los extractos del lodo Madrid, muestran que las dosis más 
altas ejercen un efecto de inhibición de la luminiscencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.14. Efecto de la adición de extractos de lodos utilizados como materia prima para la 
valorización energética, con dosis de 6.25, 8.33, 12.50, 16.67, 25.00, 33.33, 50.00, 80.00% (v/v) 
sobre la emisión de bioluminiscencia de Vibrio fischeri (Inhibición %), a los 15 y 30 minutos de 
exposición. 
 
Específicamente, la concentración más alta del extracto acuoso (16% v/v), llega a inhibir 
el 52% de luminosidad cuando el tiempo de exposición es de 15 minutos, pero dicho 
efecto disminuye cuando se alcanza los 30 minutos de exposición. En general no se han 
observado diferencias significativas entre extractos acuosos y diclorometánicos.  
4.2.2.5 Mezclas obtenidas de la valorización de lodos (Líquidos de pirólisis) 
Debido a la toxicidad de los líquidos de pirólisis Madrid y Valladolid de 450, 530 y 650 ºC, 
fueron necesarios varios experimentos previos para obtener el rango de dosis a partir de 
cual se puedan realizar las evaluaciones. Se definieron como dosis de evaluación: 0.013, 
0.017, 0.025, 0.033, 0.050, 0.067, 0.100 y 0.160 % (v/v). 
En las figuras 4.15 y 4.16 se muestran los porcentajes de inhibición de la luminiscencia 
emitida por Vibrio fischeri, tras 15 y 30 minutos de exposición a las diferentes dosis de los  
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a) Madrid 450ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) Madrid 530 ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c)  Madrid 650 ºC 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) Valladolid450 ºC Figura 4.15. Efecto de la adición de líquidos de pirólisis Madrid, con dosis de 0.013, 
0.017, 0.025, 0.033, 0.050, 0.067, 0.100 y 0.160 % (v/v) sobre la emisión de 
bioluminiscencia de Vibrio fischeri (Inhibición %), a los 15 y 30 minutos de exposición. 
 
CE50 (30 min) = 0,067 
CE50 (30 min) = 0,029 
CE50 (30 min) = 0,094 
(30 min)  
(30 min)  
(30 min)  
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b) Valladolid 530 ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) Valladolid 630 ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CE50 (30 min) = 0,080 
CE50 (30 min) = 0,065 
CE50 (30 min) = 0,065 
Figura 4.16. Efecto de la adición de líquidos de pirólisis Valladolid, con dosis de 0.013, 
0.017, 0.025, 0.033, 0.050, 0.067, 0.100 y 0.160 % (v/v) sobre la emisión de 
bioluminiscencia de Vibrio fischeri (Inhibición %), a los 15 y 30 minutos de exposición. 
 
(30 min)  
(30 min)  
(30 min)  
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líquidos de pirólisis de Madrid y Valladolid. Las figuras muestran además los valores Log 
  para la determinación de CE50 a los 30 min, así como los límites superior e inferior de 
los intervalos de confianza al 95%. 
En todos los tratamientos se puede observar el porcentaje de inhibición de la 
luminiscencia tiene una relación directamente proporcional con las dosis de evaluación, 
es decir, que a mayor dosis de exposición mayor es el porcentaje de inhibición.  
También se puede observar que en todos los casos no existen diferencias significativas 
entre los 15 y 30 minutos de exposición, lo que indicaría que a los 15 minutos la mayoría 
de las dosis ejercen su máximo nivel de inhibición de luminiscencia. 
Los valores de CE50 para cada uno de los tratamientos fueron determinados mediante 
análisis de regresión lineal en el que se emplearon los valores Gamma, cuya 
determinación fue explicada en el apartado 3.3.2.4. A la vista de los resultados, se 
distingue que en todos los casos el valor de R2 es superior al 90% (α  0,05), lo que 
indicaría una relación positiva entre dosis de exposición e inhibición de luminiscencia.  
Para todos los casos el punto en el que la línea de tendencia corta con el eje Y se 
corresponde con el valor del CE50, valor que fue transformado y remplazado en las 
Figuras de inhibición de luminiscencia.  
De acuerdo a los valores de CE50 a los 30 min, obtenidos para los líquidos de pirolisis de 
origen industrial Madrid, se determina que el grado de toxicidad es el siguiente: 530 ºC 
(0,029) > 450 °C (0,067) > 650 °C (0,094) y para los líquidos de pirólisis de origen urbano 
Valladolid: 530 ºC (0,065) = 650 ºC (0,065) > 450 °C (0,080). 
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4.2.3 Ensayo de mutagenicidad en Salmonella typhimurium 
4.2.3.1 Lixiviados de suelos enmendados con lodos de depuradora  
La muestras de lixiviados fueron evaluadas al 0, 25, 50 y 100% (v/v) mediante el ensayo 
de incorporación en placa estándar, realizándose además las variantes con activación 
(+S9) y sin activación (-S9) metabólica. En la tabla 4.6 se presentan los valores promedio 
del número de revertientes y la desviación estándar que se obtuvieron al 100% de 
exposición. 
Los resultados muestran que ninguno de los tratamientos tiene la capacidad de producir 
un incremento del número de revertientes respecto los observados en el control. Estos 
resultados son similares a los obtenidos con las dosis de 25 y 50% de exposición (Los 
datos se muestran en el anexo 9 y 10). Por lo tanto, los resultados evidencian que los 
lixiviados de suelos enmendados con lodos de depuradora no tienen la capacidad de 
producir efectos mutagénicos sobre Salmonella typhimurium.  
Tabla 4.6. Mutagenicidad de lixiviados de suelos enmendados con lodos. Nº de revertientes 
(desviación estándar) 
 
Tratamientos -S9 +S9 
TA98 TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
Control 22 (0,58) 116 (1,15) 283 (1,00) 315 (2,52) 29 (0,58) 137 (1,00) 288 (1,00) 365 (2,52) 
                 
2008 
Jun 23 (1,53) 118 (0,58) 285 (0,58) 315 (1,15) 29 (1,53) 138 (1,53) 288 (0,58) 366 (3,79) 
Jul 23 (1,15) 117 (1,15) 282 (0,58) 320 (1,53) 27 (4,04) 138 (1,15) 287 (2,31) 366 (1,73) 
Ago 23 (1,53) 117 (1,00) 284 (2,08) 316 (1,53) 28 (3,00) 137 (2,08) 288 (2,52) 366 (3,21) 
Sep 22 (1,53) 115 (0,58) 283 (2,08) 319 (1,53) 30 (1,53) 137 (0,58) 289 (2,65) 370 (0,58) 
 Oct 22 (1,53) 117 (2,00) 285 (1,15) 320 (0,58) 28 (3,06) 137 (1,53) 289 (1,00) 364 (2,31) 
Nov 23 (1,53) 117 (2,00) 283 (2,08) 320 (1,15) 30 (2,31) 135 (1,73) 289 (1,00) 366 (2,08) 
Dic 22 (1,15) 117 (0,58) 285 (1,73) 319 (2,00) 26 (0,00) 136 (1,73) 289 (1,73) 366 (0,58) 
                  
2009 
Jun 24 (1,53) 118 (1,53) 283 (0,58) 319 (1,73) 31 (1,15) 135 (1,00) 287 (1,53) 366 (0,58) 
Jul 23 (1,00) 116 (1,73) 282 (2,52) 317 (3,79) 30 (0,00) 138 (2,52) 290 (2,52) 366 (3,51) 
Ago 21 (0,00) 117 (2,08) 283 (1,73) 318 (3,21) 30 (1,15) 135 (0,58) 285 (0,58) 364 (1,53) 
Sep 23 (1,15) 116 (2,08) 282 (2,52) 317 (1,15) 31 (1,00) 138 (1,73) 287 (1,53) 369 (1,00) 
Oct 23 (1,53) 116 (2,00) 283 (2,00) 320 (1,00) 29 (0,00) 139 (1,15) 287 (2,08) 365 (1,15) 
Nov 23 (1,53) 116 (1,53) 284 (2,31) 317 (2,52) 30 (1,53) 138 (2,65) 287 (1,15) 365 (2,65) 
Dic 22 (0,58) 117 (3,00) 283 (1,15) 319 (2,08) 30 (1,53) 139 (1,53) 290 (3,21) 368 (2,08) 
                  
Mut.Estándar* 286 (3,06) 2.144 (69,54) 2.213 (12,77) 4.641 (2,65) 1.284 (4,51) 3.665 (5,31) 4657 (6,7) 5678 (6,34) 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
 
Resultados 
 
74 
 
4.2.3.2 Suelos enmendados con lodo, lodo compostado y compost RSU  
Muestras de suelos enmendados con lodo secado térmicamente, compost de RSU y lodo 
compostado fueron evaluados mediante el ensayo de incorporación en placa estándar a 
las dosis de 0, 25, 50 y 100% (v/v). 
La tabla 4.7 muestra los resultados obtenidos para cada uno de los tratamientos. En 
general se pude observar que el número de colonias revertientes no difiere 
significativamente del control. Por lo tanto, los extractos acuosos y diclorometánicos de 
suelos enmendados con residuos no tienen la capacidad de ejercer un efecto mutagénico 
sobre Salmonella typhimurium. 
Tabla 4.7 Mutagenicidad de suelos enmendados con residuos: SL= suelo + lodo, SRSU= suelo + 
compost RSU,  SLC= suelo + lodo compostado.  Nº de revertientes (desviación estándar) 
Tratamientos 
(%) 
-S9 +S9 
TA98 TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
    0 22 (0,58) 116 (1,15) 283 (1,00) 315 (2,52) 29 (0,58) 137 (1,00) 288 (1,00) 365 (2,52) 
                 
SL 
25 22 2,31 118 (1,15) 284 (3,00 317 (4,73) 32 (0,58) 137 (0,58) 286 (1,00) 366 (3,00) 
50 22 2,08 116 (1,53) 283 (1,53 316 (4,58) 32 (0,58) 139 (1,53) 287 (3,21) 366 (1,00) 
100 21 1,00 116 (2,08) 284 (2,65 317 (4,73) 29 (2,08) 138 (1,73) 289 (0,58) 363 (0,58) 
                  
SRSU 
25 23 1,73 115 (1,00) 281 (1,15 318 (2,08) 1.284 (4,51) 137 (2,08) 287 (2,08) 363 (1,53) 
50 24 1,00 117 (1,53) 286 (1,00 314 (2,31) 30 (1,00) 140 (1,73) 288 (2,08) 366 (3,00) 
100 22 1,73 118 (0,58) 284 (1,00) 316 (2,65) 29 (0,58) 138 (2,31) 287 (2,08) 365 (1,53) 
                  
 25 24 0,58 116 (2,31) 283 (2,65) 318 (4,04) 29 (2,08) 139 (1,15) 287 (1,53) 368 (1,73) 
SLC 50 24 0,58 117 (2,08) 285 (2,08) 318 (3,79) 29 (2,52) 136 (0,58) 288 (2,52) 365 (3,51) 
 100 23 2,08 118 (1,73) 285 (2,08) 319 (3,51) 29 (2,89) 137 (1,73) 287 (3,21) 364 (4,58) 
                  
 0 21 (1,53) 117 (0,58) 283 (1,00) 315 (1,53) 30 (0,58) 138 (0,58) 289 (0,58) 364 (1,15) 
                  
SL 25 22 1,15 118 (2,08) 137 (2,00) 317 (3,06) 26 (1,73) 117 (1,53) 290 (1,15) 364 (3,51) 
 50 23 2,52 117 (2,52) 137 (1,00) 315 (2,52) 29 (2,52) 117 (2,52) 289 (1,00) 366 (4,04) 
 100 23 1,15 119 (0,58) 139 (3,21) 317 (3,51) 29 (2,00) 116 (1,00) 288 (3,51) 367 (4,16) 
                  
SRSU 25 23 1,53 119 (2,31) 281 (1,00) 317 (1,15) 28 (2,08) 136 (0,00) 289 (2,89) 365 (2,65) 
 50 23 1,00 117 (1,73) 284 (3,46) 315 (3,00) 27 (3,21) 137 (1,00) 290 (1,73) 367 (1,73) 
 100 21 2,31 118 (0,58) 285 (2,08) 314 (0,58) 27 (1,15) 137 (2,08) 291 (1,73) 365 (2,08) 
                  
 25 24 1,00 119 (1,53) 284 (3,06) 317 (2,89) 28 (1,53) 137 (0,58) 287 (2,00) 364 (1,53) 
SLC 50 22 2,89 117 (2,65) 285 (2,08) 316 (4,00) 26 (2,31) 139 (2,00) 288 (2,89) 366 (3,51) 
 100 23 2,08 118 (2,08) 286 (0,58) 315 (1,53) 27 (2,00) 138 (2,52) 288 (3,00) 367 (3,51) 
                  
Mut. estándar* 286 (3,06) 2.144 (69,54) 2.213 (12,77) 4.641 (2,65) 1.284 (4,51) 3.665 (5,31) 4657 (6,7) 5678 (6,34) 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
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4.2.3.3 Enmiendas agrícolas: lodo, lodo compostado y compost de RSU 
Mediante el ensayo de incorporación en placa estándar con y sin activación metabólica, 
se han evaluado concentraciones de 0, 25, 50 y 100% (v/v) de extractos acuosos y 
diclorometánicos de lodo secado térmicamente, compost de RSU y lodo compostado.  
La tabla 4.8 muestra los valores promedio del número de revertientes para cada uno de 
los tratamientos. Los resultados indican que ninguna de las enmiendas orgánicas 
evaluadas tiene la capacidad de producir un efecto mutagénico sobre Salmonella 
typhimurium, por lo que el número de colonias revertientes en ninguno de los casos difirió 
significativamente del control.  
Tabla 4.8 Mutagenicidad de enmiendas: L=Lodo secado térmicamente, RSU=Compost RSU, 
LC=Lodo compostado.  Nº de revertientes (desviación estándar) 
 
Tratamientos 
-S9 +S9 
TA98 TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
    0 22 (0,58) 116 (1,15) 283 (1,00) 315 (2,52) 29 (0,58) 137 (1,00) 288 (1,00) 365 (2,52) 
                 
L 
25 24 (0,58) 116 (1,53) 283 (1,00) 316 (1,53) 29 (1,73) 138 (3,21) 287 (4,04) 365 (2,08) 
50 20 (0,58) 117 (2,08) 282 (2,08) 316 (3,21) 30 (2,65) 137 (3,46) 291 (0,58) 364 (2,89) 
100 22 (1,00) 118 (2,08) 285 (1,73) 317 (5,03) 30 (0,58) 138 (3,46) 286 (1,73) 368 (1,53) 
                  
RSU 
25 22 (1,53) 114 (1,53) 283 (2,65) 319 (1,73) 31 (1,73) 137 (2,89) 287 (1,73) 368 (2,31) 
50 20 (1,53) 116 (3,06) 283 (1,00) 316 (0,58) 31 (2,65) 136 (1,53) 287 (2,08) 368 (1,15) 
100 21 (1,73) 117 (1,73) 283 (2,65) 318 (2,00) 28 (0,58) 138 (2,31) 288 (2,31) 365 (1,00) 
                  
 25 24 (1,15) 116 (1,00) 283 (0,58) 316 (1,73) 30 (1,73) 137 (2,65) 287 (3,21) 366 (2,08) 
LC 50 24 (1,53) 117 (1,73) 286 (1,15) 318 (3,79) 29 (1,53) 141 (0,58) 289 (1,53) 366 (4,93) 
 100 23 (1,00) 118 (1,53) 285 (3,46) 318 (3,61) 29 (2,89) 138 (2,52) 288 (1,53) 367 (2,52) 
                  
   0 21 (1,53) 117 (0,58) 283 (1,00) 315 (1,53) 30 (0,58) 138 (0,58) 289 (0,58) 364 (1,15) 
                  
L 25 21 (1,15) 116 (1,73) 285 (2,00) 316 (3,79) 30 (1,00) 137 (2,31) 289 (3,61) 368 (2,08) 
 50 23 (2,00) 118 (2,65) 284 (3,61) 319 (1,15) 29 (2,00) 137 (2,00) 289 (1,53) 367 (2,65) 
 100 21 (1,15) 115 (1,15) 283 (2,65) 316 (4,93) 30 (2,08) 138 (3,79) 288 (2,52) 365 (4,04) 
                  
RSU 25 23 (1,73) 118 (1,53) 285 (2,31) 317 (1,15) 29 (1,73) 138 (0,58) 290 (2,31) 364 (3,46) 
 50 21 (1,15) 115 (0,58) 284 (2,31) 316 (2,89) 29 (1,53) 139 (2,08) 290 (1,15) 365 (1,53) 
 100 21 (2,00) 115 (0,58) 284 (2,08) 318 (2,52) 29 (1,73) 138 (2,52) 289 (1,53) 364 (1,53) 
                  
 25 22 (2,52) 117 (1,00) 284 (2,52) 315 1,15 26 (1,15) 137 (3,46) 288 (2,89) 365 (4,00) 
LC 50 24 (1,00) 117 (1,53) 285 (1,73) 319 2,08 28 (3,00) 137 (2,08) 289 (1,53) 367 (3,21) 
 100 22 (0,58) 117 (2,65) 283 (2,52) 216 171,48 29 (2,08) 138 (1,15) 289 (2,65) 364 (4,16) 
  
                
Mut. estándar* 286 (3,06) 2.144 (69,54) 2.213 (12,77) 4.641 (2,65) 1.284 (4,51) 3.665 (5,31) 4657 (6,7) 5678 (6,34) 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
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4.2.3.4 Mezclas empleadas como materia prima para la obtención de productos 
energéticos 
La evaluación mutagénica de extractos acuosos y diclorometánicos de lodos procedentes 
de estaciones depuradoras de Madrid y Valladolid se ha llevado a cabo mediante el 
ensayo de incorporación en placa estándar. Las dosis evaluadas fueron 0, 25, 50 y 100% 
(v/v). 
La tabla 4.9 muestra los valores promedio del número de revertientes observado en cada 
uno de los tratamientos, así como la desviación estándar y los índices de mutación. Los 
cálculos del índice de mutación fueron realizados de acuerdo a lo detallado en el 
apartado 3.3.3.8.  
Se puede observar que para la cepa TA98 y TA100, con y sin S9, se produce un 
incremento del número de revertientes respecto al control, lo que a su vez produce un 
incremento del índice de mutación. Pero para ninguna de las dos cepas, el índice es 
superior a 2,5, valor a partir del cual se considera un efecto mutagénico positivo (Ames, 
1973).  
La Figura 4.17 muestra la variación del número de revertientes de las cepas TA98 y 
TA100 respecto del control y la línea punteada marca el nivel a partir del cual se 
considera un efecto mutagénico positivo. 
Los resultados para las cepas TA102 y TA104 evidencian que el número de revertientes 
de los tratamientos no difieren significativamente del control. 
Los extractos acuosos y diclorometánicos de lodos de estaciones depuradoras de Madrid 
y Valladolid  han demostrado que no tienen la capacidad de producir un efecto 
mutagénico sobre Salmonella typhimurium.  
4.2.3.5 Líquidos de pirólisis obtenidos a partir de lodos de depuradora 
Los  líquidos  de  pirólisis  de estaciones de depuración de Madrid y Valladolid obtenidos 
a   450,  530 y 650 ºC  fueron  evaluados  mediante  los  ensayos  de  mutagenicidad  de 
incorporación  en  placa  estándar,  y  las  variantes  metodológicas  de  incorporación en 
placa con  pre-incubación (IPPI) e  incorporación  en  placa para líquidos volátiles (IPLV). 
Para todos los casos con y sin activación metabólica. 
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Tabla 4.9  Mutagenicidad de extractos acuosos y diclorometánicos de lodos de depuradora destinados a valorización energética: LM =Lodo Madrid, LV= 
Lodo Valladolid.  Nº de revertientes (desviación estándar) e índice de mutación. 
 
Tratamientos 
-S9 +S9 
TA98  TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
Acuosos 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
 0 
22 (0,58) 
 
116 (1,15) 
 
283 (1,00) 
 
315 (2,52) 
 
29 (0,58) 
 
137 (1,00) 
 
288 (1,00) 
 
365 (2,52) 
 
  
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
LM 25 
46 (2,89) 1,1 240 (0,58) 1,1 285 (1,73) 0,0 314 (2,00) 0,0 56 (2,65) 0,9 297 (2,00) 1,2 289 (1,53) 0,0 364 (4,00) 0,0 
 50 
43 (1,53) 0,9 243 (2,31) 1,1 282 (3,46) 0,0 320 (0,58) 0,0 54 (1,00) 0,8 298 (1,00) 1,2 290 (0,58) 0,0 365 (2,08) 0,0 
 100 
43 (1,15) 0,9 254 (3,61) 1,2 284 (3,21) 0,0 317 (3,51) 0,0 54 (1,73) 0,8 302 (1,53) 1,2 288 (0,58) 0,0 361 (1,15) 0,0 
  
                        
LV 25 
27 (0,58) 0,2 157 (2,08) 0,4 282 (3,21) 0,0 315 (3,06) 0,0 37 (1,00) 0,3 235 (2,65) 0,7 289 (2,08) 0,0 365 (1,53) 0,0 
 50 
32 (2,08) 0,4 200 (3,06) 0,7 282 (2,31) 0,0 316 (3,06) 0,0 41 (1,00) 0,4 257 (2,08) 0,9 288 (1,73) 0,0 365 (2,31) 0,0 
 100 
34 (1,15) 0,5 201 (1,73) 0,7 283 (1,53) 0,0 320 (1,53) 0,0 41 (1,15) 0,4 266 (1,00) 0,9 288 (2,89) 0,0 366 (2,52) 0,0 
Diclorometánicos  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
 0 
21 (1,53) 
 
117 (0,58) 
 
283 (1,00) 
 
315 (1,53) 
 
30 (0,58) 
 
138 (0,58) 
 
289 (0,58) 
 
364 (1,15) 
 
  
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
MD 25 
43 (1,53) 1,0 248 (2,52) 1,1 284 (1,53) 0,0 316 (4,04) 0,0 64 (2,08) 1,1 293 (2,31) 1,1 291 (1,53) 0,0 366 (3,79) 0,0 
 50 
45 (1,73) 1,1 262 (1,53) 1,2 286 (1,73) 0,0 316 (4,16) 0,0 64 (2,65) 1,2 298 (2,08) 1,2 288 (3,61) 0,0 368 (0,58) 0,0 
 100 
45 (0,58) 1,1 267 (1,73) 1,3 284 (3,21) 0,0 313 (0,58) 0,0 65 (1,15) 1,2 303 (3,61) 1,2 290 (2,52) 0,0 370 (1,00) 0,0 
  
                        
VD 25 
41 (1,53) 0,9 244 (2,52) 1,1 281 (2,31) 0,0 317 (3,61) 0,0 54 (2,00) 0,8 289 (1,00) 1,1 291 (1,15) 0,0 363 (2,65) 0,0 
 50 
43 (2,31) 1,0 250 (5,20) 1,1 282 (2,08) 0,0 317 (2,31) 0,0 53 (1,00) 0,8 296 (5,51) 1,2 290 (2,65) 0,0 366 (1,53) 0,0 
 100 
44 (0,58) 1,0 257 (2,00) 1,2 284 (1,73) 0,0 314 (3,46) 0,0 56 (0,58) 0,9 303 (5,13) 1,2 286 (4,51) 0,0 363 (1,00) 0,0 
  
                        
Mut. estándar* 286 (3,06) 11,6 2.144 (9,54) 7,8 2.213 (2,77) 12,7 4.641 (2,65) 5,7 1.284 (4,51) 7,6 3.665 (5,31) 7,8 4657 (6,7) 9,7 5678 (6,34) 6.9 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa)  
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Mutagénico 
Mutagénico 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.17. Efecto mutagénico de la adición de extractos acuosos y diclorometánicos de lodos 
destinados a valorización energética, con dosis de 0, 10, 25, 50 y 100% (v/v) sobre las cepas 
TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium. (-S9) = sin activación metabólica; (+S9) = con 
activación metabólica. 
 
4.2.3.5.1 Ensayo de incorporación en placa estándar (IPE) 
Debido a la toxicidad de los líquidos fueron necesarios experimentos previos para 
determinar el rango de concentraciones que permitan realizar las pruebas de 
mutagenicidad. Para ambos grupos de líquidos: Madrid y Valladolid, se determinaron 
como dosis de evaluación: 0, 15, 20 y 25% (v/v).  
La tabla 4.10 muestra los valores promedio del número de revertientes, la desviación 
estándar y los índices de mutación para cada uno de los tratamientos. En la Figura 4.18 
Resultados 
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se representa el número de colonias revertientes para todos los tratamientos. Las líneas 
punteadas delimitan el nivel a partir del cual se considera un efecto mutagénico positivo 
(índice de mutación ≥ 2,5). 
Los resultados de los líquidos obtenidos a 450ºC muestran que independientemente de la 
adición o no de un sistema de activación metabólico, no se evidencia un efecto 
mutagénico sobre las cepas TA98, TA100, TA102 y TA104 de Salmonella Typhimurium. 
Los resultados de los líquidos obtenidos a 530ºC muestran que los líquidos ejercen 
diferentes respuestas sobre las cepas empleadas. Para la cepa TA98 se puede observar 
que al 25% de dosis de exposición se produce un efecto mutagénico tanto para el líquido 
de Madrid como para el de Valladolid, con índices de mutación de 22,0 y 32,0 
respectivamente. También se puede apreciar que cuando se adiciona S9, se produce un 
incremento del número de revertientes y por ende un incremento del índice de mutación. 
Otro aspecto a destacar es que la aplicación del sistema de S9 ha permitido identificar la 
mutagenicidad de una mezcla que inicialmente demostraba ser no mutagénica, como es 
el caso del líquido de Madrid al 20% de exposición. Los resultados con las cepas, 
muestran que sin S9 ninguno de los tratamientos es mutagénico, sin embargo cuando se 
añade la fracción de activación metabólica el líquido de Madrid ejerce un efecto 
mutagénico al 15% y dosis más altas revelan una disminución del número de 
revertientes. Para el caso de Valladolid la mutagenicidad se aprecia al 25% de 
exposición. Los resultados con la cepa TA102 muestran que solo el líquido Madrid es 
mutagénico al 15%, con S9 (Índice de mutación = 6,8). Sin embargo para la cepa TA104, 
ninguno de los tratamientos ha evidenciado un efecto mutagénico positivo, pero se 
destaca que para el líquido Madrid al 15%, incrementa el número de revertientes 
equivalente a un índice de mutación de 10,26. 
Los resultados de los líquidos obtenidos a 650ºC evidencian diferentes respuestas sobre 
las  cepas  de  Salmonella  typhimurium.  Para  la  cepa  TA98  se puede observar que en 
ambos  líquidos  el  número  de  revertientes  aumenta proporcionalmente con la dosis de 
exposición,  detectándose  un  efecto mutagénico al 25%, sin S9. La adición de activación 
metabólica  permite   detectar  la  mutagenicidad  a  partir  del  20%  de  exposición.  Los 
resultados   con   la  cepa   TA100   demuestran  que   las  mezclas  de  pirólisis  ejercen 
mutagenicidad  al  25%,  con  S9  (índices  de  mutación  de  3,8  para  Madrid  y 9,0 para 
Valladolid). Para las cepas  TA102 y TA104  ninguno de los tratamientos ejerce un efecto 
mutagénico sobre las cepas de Salmonella typhimurium.
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Tabla 4.10.  Mutagenicidad de líquidos de pirólisis obtenidos a 450ºC, 530ºC y 650 ºC mediante ensayo de IPE. Nº de revertientes (R), desviación 
estándar (DE) e índice de mutación (IM). Los valores en rojo identifican los IM positivos. 
 
Tratamientos (%) 
-S9 +S9 
TA98  TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
  
R DS IM R DS IM R DS IM R DS IM R DS IM R DS IM R DS IM R DS IM 
Control 0 22 0,58  116 1,15  283 1,00  315 2,52  29 0,58  137 1,00  288 1,00  365 2,52  
                          
Madrid                          
                          
 15 23 0,58 0,0 174 3,21 0,5 282 2,00 0,0 308 3,51 0,0 24 5,51 -0,2 138 2,52 0,0 286 2,31 0,0 408 3,21 0,1 
450ºC 20 21 1,00 -0,1 187 2,08 0,6 286 2,31 0,0 327 1,73 0,0 30 2,08 0,0 137 2,08 0,0 287 2,31 0,0 407 37,54 0,1 
 25 21 1,15 -0,1 185 1,53 0,6 284 1,73 0,0 327 1,53 0,0 29 0,58 0,0 147 2,08 0,1 290 1,73 0,0 379 14,57 0,0 
                          
 15 22 2,65 0,0 142 1,53 0,2 316 3,61 0,1 215 5,51 -0,3 35 3,61 0,2 1.704 367,51 11,4 2.252 10,21 6,8 1.079 10,26 2,0 
530ºC 20 50 2,08 1,3 137 2,00 0,2 370 6,51 0,3 196 4,04 -0,4 953 31,90 31,1 97 0,58 -0,3 453 16,09 0,6 755 4,62 1,1 
 25 490 5,13 22,0 146 0,58 0,2 399 0,58 0,4 135 5,69 -0,6 978 31,18 32,0 100 1,73 -0,3 422 10,07 0,5 91 1,00 -0,8 
                          
 15 45 1,00 1,1 123 1,53 0,1 284 3,21 0,0 94 3,06 -0,7 78 1,00 1,6 167 1,00 0,2 751 21,17 1,6 226 3,06 -0,4 
650ºC 20 66 0,58 2,1 222 0,58 0,9 286 1,73 0,0 92 0,00 -0,7 121 0,58 3,1 200 1,15 0,5 338 5,03 0,2 156 2,52 -0,6 
 25 146 1,00 5,8 323 8,62 1,8 284 1,53 0,0 72 1,53 -0,8 221 2,08 6,5 656 10,50 3,8 110 2,00 -0,6 108 0,58 -0,7 
                          
Valladolid                        
                        
 15 23 0,58 0,0 110 3,51 0,1 283 3,79 0,0 328 2,52 0,0 29 2,65 0,0 135 2,52 0,0 287 2,08 0,0 475 27,75 0,3 
450ºC 20 22 1,53 0,0 112 1,53 0,0 283 3,79 0,0 344 1,00 0,1 30 2,08 0,0 140 0,58 0,0 288 2,52 0,0 395 57,14 0,1 
 25 24 0,58 0,1 142 2,65 0,2 284 2,31 0,0 394 3,06 0,2 28 1,15 -0,1 137 2,08 0,0 287 0,58 0,0 493 87,69 0,4 
                          
 15 23 1,73 0,1 135 1,15 0,1 295 2,00 0,0 156 3,06 -0,5 66 0,58 1,2 304 4,04 0,1 424 3,61 0,5 550 5,03 0,5 
530ºC 20 46 2,65 1,2 158 1,00 0,3 318 6,66 0,1 109 6,08 -0,7 98 1,53 2,3 326 7,00 0,6 603 4,62 1,1 224 6,81 -0,4 
 25 215 2,52 9,1 299 0,58 1,5 400 2,08 0,4 75 3,79 -0,8 448 4,00 14,1 995 5,03 0,9 899 3,00 2,1 196 4,93 -0,5 
                          
 15 897 6,43 41,1 188 0,58 0,6 285 2,65 0,0 256 0,58 -0,3 1.239 5,51 40,8 244 1,00 0,8 326 0,58 0,1 343 3,51 -0,1 
650ºC 20 32 3,51 0,5 201 1,53 0,7 280 2,89 0,0 253 2,00 -0,3 12 0,58 -0,6 335 1,00 1,4 459 6,81 0,6 459 2,00 0,3 
 25 11 1,15 -0,5 995 1,00 7,5 284 3,79 0,0 243 2,52 -0,3 7 0,58 -0,8 1.372 27,01 9,0 543 2,00 0,9 501 1,53 0,4 
                          
Mut. Est.* 286 3,06 11,6 2.144 9,54 7,8 2.213 2,77 12,
7 
4.641 2,65 5,7 1.284 4,51 7,6 3.665 5,31 7,8 4657 6,7 9,7 5678 6,34 6.9 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa)  
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Figura 4.18. Efecto mutagénico de la adición de líquidos de pirólisis, con dosis de 0, 15, 20 y 25% (v/v) sobre las cepas TA98, TA100, TA102 
y TA 104 de Salmonella typhimurium. (-S9) = sin activación metabólica; (+S9) = con activación metabólica. 
 
Mutagénico 
Mutagénico 
Mutagénico 
Mutagénico 
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4.2.3.4.2 Ensayo de incorporación en placa con pre-incubación (IPPI) 
Tomando en cuenta los resultados obtenidos con el ensayo de IPE se ha decidido aplicar 
la variante metodológica con pre-incubación para los líquidos de pirólisis obtenidos a 
530ºC. 
Con la aplicación del ensayo de pre-incubación se ha visto que la toxicidad de los líquidos 
de pirólisis varía respecto a los determinados con el ensayo estándar, por lo que fueron 
necesarios experimentos previos para determinar nuevamente las dosis de exposición. 
Para los líquidos de Madrid y Valladolid se han determinado como dosis de evaluación: 0, 
5, 10 y 15% (v/v). La tabla 4.11 muestra los resultados obtenidos para cada uno de los 
tratamientos.  
Los resultados muestran que en las cepas TA100, TA102 y TA104, se produce un 
incremento del número de revertientes conforme incrementa la dosis de exposición, pero 
en ninguno de los casos el índice de mutación es igual o superior a 2,5. Sin embargo 
para la cepa TA98 (Figura 4.19), se puede distinguir que el líquido de Madrid ejerce un 
efecto mutagénico con y sin S9, en cambio el líquido de Valladolid, produce 
mutagenicidad solo cuando se añade el sistema de activación microsomal.  
4.2.3.5.3 Ensayo de incorporación en placa para líquidos volátiles (IPLV) 
Los líquidos de pirólisis Madrid y Valladolid obtenidos a 530ºC fueron evaluados mediante 
el ensayo de IPLV. Las dosis de evaluación fueron las mismas que se aplicaron en el 
ensayo estándar: 0, 15, 20 y 25% (v/v). 
En la tabla 4.12 se muestran el valor promedio del número de revertientes, desviación 
estándar y el índice de mutación para cada uno de los tratamientos. Se puede distinguir 
que para las cepas TA100, TA102 y TA104 el número de revertientes no difiere 
significativamente del control, por lo que los índices de mutación son inferiores a 0,5.  Sin 
embargo para la cepa TA98 (Figura 4.20), se puede apreciar que existe una relación 
directamente proporcional entre número de revertientes y dosis de exposición, sin 
embargo en ninguno de los casos el índice de mutación supera el 2,5, valor a partir del 
cual se considera un efecto mutagénico positivo. 
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Tabla 4.11 Mutagenicidad del líquido de pirólisis obtenido a 530 ºC mediante IPPI. Nº de 
revertientes (R), desviación estándar (DE) e índice de mutación (IM). Los valores en rojo indican 
un IM positivo. 
Tratamientos (%) 
TA98 TA100 TA102 TA104 
R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM 
Madrid              
 0 24 (1,00) 0,0 139 (8,74) 0,0 267 0,58 0,0 310 4,93 0,0 
(-S9) 5 66 2,65 1,8 187 2,08 0,4 300 2,08 0,1 319 3,79 0,0 
 10 95 2,08 2,9 191 1,53 0,4 306 3,51 0,1 332 2,31 0,1 
 15 100 3,00 3,2 198 0,58 0,4 392 0,58 0,5 349 0,58 0,1 
              
 0 27 1,73 0,0 138 2,52 0,0 274 4,62 0,0 342 0,00 0,0 
(+S9) 5 104 1,15 2,8 131 1,15 -0,1 404 1,00 0,5 396 3,79 0,2 
 10 125 0,58 3,6 392 11,85 1,8 457 1,53 0,7 450 6,43 0,3 
 15 166 1,53 5,2 452 0,58 2,3 900 0,00 2,3 1.162 54,17 2,4 
              
Valladolid            
            
 0 24 1,00 0,0 139 8,74 0,0 267 0,58 0,0 310 4,93 0,0 
(-S9) 5 24 1,53 0,0 136 4,16 0,0 264 1,15 0,0 317 2,52 0,0 
 10 30 1,53 0,3 143 2,08 0,0 274 1,15 0,0 318 3,51 0,0 
 15 67 2,08 1,8 236 2,08 0,7 294 3,61 0,1 325 1,53 0,1 
              
 0 27 1,73 0,0 138 2,52 0,0 274 4,62 0,0 342 0,00 0,0 
(+S9) 5 32 1,00 0,2 141 2,08 0,0 280 1,53 0,0 346 3,61 0,0 
 10 72 0,58 1,7 194 7,00 0,4 397 4,04 0,4 354 1,53 0,0 
 15 532 1,53 18,7 384 4,58 1,8 439 2,52 0,6 402 1,53 0,2 
              
Mut.Est.*   
 
  
 
  
 
  
 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mutagénico 
Figura 4.19. Efecto mutagénico de la adición de líquidos de pirólisis, con dosis de 0, 5, 
10 y 15% (v/v) sobre la cepas TA98 de Salmonella typhimurium mediante el método IPPI 
(-S9) = sin activación metabólica; (+S9) = con activación metabólica. 
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Tabla 4.12 Mutagenicidad del líquido de pirólisis obtenido a 530 ºC mediante el método de IPLV. 
Nº de revertientes (R), desviación estándar (DE) e índice de mutación (IM). 
Tratamientos 
(%) 
TA98 TA100 TA102 TA104 
R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM 
Madrid              
 0 24 2,00 0,0 124 2,52 0,0 224 3,61 0,0 316 2,65 0,0 
(-S9) 5 39 1,15 0,6 126 1,53 0,0 226 1,53 0,0 314 2,08 0,0 
 10 49 0,58 1,1 127 1,15 0,0 228 2,31 0,0 317 1,53 0,0 
 15 56 1,00 1,3 127 2,89 0,0 226 1,53 0,0 319 1,00 0,0 
              
 0 30 1,53 0,0 138 2,52 0,0 274 4,62 0,0 362 3,21 0,0 
(+S9) 5 69 1,15 1,3 135 2,52 0,0 325 4,04 0,2 363 2,89 0,0 
 10 78 1,73 1,6 138 1,53 0,0 330 2,65 0,2 365 2,52 0,0 
 15 80 2,31 1,7 139 0,00 0,0 334 1,00 0,2 365 3,61 0,0 
              
Valladolid            
            
 0 24 2,00 0,0 124 2,52 0,0 224 3,61 0,0 316 2,65 0,0 
(-S9) 5 33 0,58 0,4 129 0,58 0,0 281 2,31 0,3 311 1,53 0,0 
 10 42 2,00 0,8 131 1,15 0,1 284 0,58 0,3 317 2,89 0,0 
 15 45 1,15 0,9 137 1,15 0,1 282 2,65 0,3 386 2,52 0,2 
              
 0 30 1,53 0,0 138 2,52 0,0 274 4,62 0,0 362 3,21 0,0 
(+S9) 5 60 0,58 1,0 136 1,53 0,0 385 0,58 0,4 365 3,61 0,0 
 10 68 1,53 1,3 138 2,00 0,0 388 2,08 0,4 365 4,16 0,0 
 15 70 1,73 1,4 138 2,89 0,0 390 0,58 0,4 365 1,53 0,0 
              
Mut.Est.*             
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
 
  
Figura 4.20. Efecto mutagénico de la adición de líquidos de pirólisis, con dosis de 0, 5, 10 y 15% 
(v/v) sobre la cepas TA98 de Salmonella typhimurium mediante el método de IPLV. (-S9) = sin 
activación metabólica; (+S9) = con activación metabólica. 
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4.8 Fraccionamiento de los líquidos de pirólisis de origen industrial-Madrid y 
urbano-Valladolid obtenidos a 530ºC 
El procedimiento de fraccionamiento fue detallado en el apartado 3.1.3.2. Los líquidos 
fueron fraccionados en tres fases: Superior, media e inferior.  Debido a la variabilidad de 
toxicidad entre fases se han realizado experimentos previos para determinar las dosis de 
exposición. 
Para la fase superior se determinaron como dosis 0, 10, 15 y 20 % (v/v), 0, 2, 3 y 4 % 
(v/v) para la fase media y 0, 50, 60 y 70 % (v/v) para la fase inferior. 
En la tabla 4.13 y Figura 4.21 se muestran los resultados obtenidos para cada una de los 
tratamientos. 
Los resultados muestran que la fase superior no tiene la capacidad de producir 
mutagenicidad sobre ninguna de las cepas de Salmonella typhimurium. Los índices de 
mutación reportados para esta fase no superan el 0,1. Respecto a la fase media, se 
puede observar que es la más tóxica de las tres y tiene la capacidad de producir 
mutagenicidad con y sin activación metabólica. Las cepas más sensibles a esta fase 
fueron TA98 y TA102, tanto para Madrid como para Valladolid. Se puede distinguir que la 
adición de S9 produce un incremento de la mutagenicidad. Para la cepa TA98 se reporta 
un índice de mutación máximo de 20,6 (+S9) para Madrid y 5,6 (+S9) para Valladolid, 
siendo por lo tanto, la fase media de Madrid más mutagénica que la de Valladolid. 
Respecto a la cepa TA102, se distingue un índice de mutación de  5,5 y 3,8 (+S9) para 
Madrid y Valladolid respectivamente. En los resultados de la fase inferior, se puede 
apreciar que ninguna de las dosis evaluadas tiene la capacidad de producir 
mutagenicidad sobre las cepas TA98, TA100, TA102 y TA104 de Salmonella 
typhimurium. 
Los resultados de la evaluación mutagénica de las fases de los líquidos de pirólisis 
Madrid y Valladolid, obtenidos a 530ºC, demuestran que de las tres fases evaluadas, la 
fase media, tiene la capacidad de generar un efecto mutagénico que es detectado por el 
ensayo de incorporación en placa estándar de Salmonella typhimurium. 
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Tabla 4.13.  Mutagenicidad fases superior (Sup), media (Med) e inferior (Inf) de líquidos de pirólisis de origen industrial-Madrid y urbano-Valladolid obtenidos a 
530ºC. Nº de revertientes (R), desviación estándar (DE) e índice de mutación (IM). Los valores en rojo identifican los IM positivos 
 
Tratamientos 
(%) 
-S9 +S9 
TA98  TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
  R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM R DE IM 
Control 0 22 0,58  116 1,15  283 1,00  315 2,52  29 0,58  137 1,00  288 1,00  365 2,52  
                          
Madrid                          
                          
 10 22 2,00 0,0 127 2,52 0,1 283 3,21 0,0 315 2,52 0,0 28 1,73 -0,1 142 1,53 0,0 287 1,15 0,0 366 5,20 0,0 
Sup 15 21 1,00 0,0 129 1,53 0,1 282 2,89 0,0 315 1,15 0,0 29 1,53 0,0 141 0,58 0,0 287 1,53 0,0 364 3,79 0,0 
 20 19 0,58 -0,1 127 2,00 0,1 67 4,04 -0,8 126 4,62 -0,6 17 1,15 -0,4 144 2,00 0,0 137 1,53 -0,5 333 2,52 -0,1 
                          
 2 23 1,53 0,1 166 1,00 0,4 256 3,46 -0,1 53 2,08 -0,8 254 1,00 7,6 188 0,58 0,4 460 6,24 0,6 138 1,53 -0,6 
Med 3 70 5,03 2,3 164 0,58 0,4 932 6,08 2,3 27 1,53 -0,9 345 4,51 10,6 189 1,73 0,4 1.244 10,02 3,3 135 3,21 -0,6 
 4 259 6,11 11,2 156 1,53 0,3 1.464 98,51 4,2 22 1,73 -0,9 642 1,00 20,6 192 2,00 0,4 1.889 11,93 5,5 97 1,53 -0,7 
                          
 50 19 6,24 -0,1 116 2,08 0,0 283 2,08 0,0 316 4,00 0,0 25 1,53 -0,1 136 0,58 0,0 287 2,08 0,0 362 0,58 0,0 
Inf 60 21 1,53 0,0 119 1,53 0,0 152 1,73 -0,5 252 110,31 -0,2 26 1,73 -0,1 137 2,00 0,0 287 2,08 0,0 367 1,15 0,0 
 70 23 2,08 0,1 121 1,15 0,0 149 7,21 -0,5 242 0,58 -0,2 26 3,46 -0,1 139 1,00 0,0 289 1,00 0,0 364 3,61 0,0 
                          
Valladolid  
   
   
   
   
   
   
    
                        
 10 22 2,08 0,0 116 2,52 0,0 284 3,51 0,0 313 0,58 0,0 28 1,00 -0,1 138 1,15 0,0 288 3,06 0,0 367 8,08 0,0 
Sup 15 23 2,00 0,1 116 1,73 0,0 284 3,51 0,0 317 4,04 0,0 29 0,58 0,0 139 2,52 0,0 287 1,53 0,0 363 2,52 0,0 
 20 24 1,00 0,1 117 2,89 0,0 284 2,89 0,0 348 59,18 0,1 30 1,53 0,0 137 1,53 0,0 287 1,53 0,0 364 2,31 0,0 
                          
 2 23 2,65 0,1 137 2,52 0,2 285 4,51 0,0 321 1,73 0,0 65 1,53 1,2 197 0,58 0,4 289 1,53 0,0 363 1,53 0,0 
Med 3 64 2,08 2,0 143 2,08 0,2 285 2,65 0,0 313 1,15 0,0 128 1,53 3,3 199 1,53 0,4 276 39,26 0,0 365 1,53 0,0 
 4 112 1,53 4,3 156 0,58 0,3 1.026 6,43 2,6 316 3,61 0,0 195 1,53 5,6 210 1,00 0,5 1.382 10,41 3,8 363 2,52 0,0 
                          
 50 24 1,15 0,1 117 0,58 0,0 284 3,00 0,0 313 1,15 0,0 29 2,00 0,0 139 1,00 0,0 289 2,08 0,0 363 2,52 0,0 
Inf 60 22 2,89 0,0 118 1,73 0,0 281 2,31 0,0 190 108,25 -0,4 31 1,15 0,0 138 1,15 0,0 286 0,58 0,0 364 1,15 0,0 
 70 21 1,73 0,0 117 2,00 0,0 283 2,65 0,0 317 2,52 0,0 30 2,65 0,0 136 2,31 0,0 286 0,58 0,0 364 4,51 0,0 
                          
Mut.Est* 286 3,06 11,6 2.144 9,54 7,8 2.213 2,77 12,7 4.641 2,65 5,7 1.284 4,51 7,6 3.665 5,31 7,8 4657 6,7 9,7 5678 6,34 6.9 
*TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa)  
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Figura 4.21. Efecto mutagénico de la adición de las fases superior (Sup) (0, 10, 15 y 20% v/v), media (Med) (0, 2, 3 y 4 % v/v) e Inferior (Inf) 
(0, 50, 60 y 70% v/v) de los líquidos de pirólisis Madrid y Valladolid obtenidos a 530ºC sobre las cepas TA98, TA100, TA102 y TA 104 de 
Salmonella typhimurium. (-S9) = sin activación metabólica; (+S9) = con activación metabólica. 
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4.2.4 Evaluación genotóxica mediante el ensayo de mutación y recombinación 
somática (SMART) en Drosophila melanogaster 
Se ha analizado la posible capacidad genotóxica de los líquidos de pirólisis que se 
obtienen a partir de lodos de las estaciones de depuración Madrid y Valladolid a 450, 530 
y 650ºC, mediante el ensayo SMART, versión alas, en Drosophila melanogaster. 
Como se detalla en el apartado 3.3.4.3 se han empleado dos tipos de cruzamientos: 
estándar y alta bioactivación. 
Los experimentos fueron realizados en la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y 
Bioquímicas de la Universidad Mayor de San Andrés (La Paz, Bolivia).  
Para cada experimento se han analizado tres concentraciones de los líquidos de pirólisis, 
un control negativo que corresponde al disolvente utilizado y un control positivo. 
Los resultados obtenidos se exponen en tablas que recogen los siguientes datos: 
- Nombre del líquido de pirólisis 
- Concentraciones evaluadas 
- Número de moscas analizadas 
- Número de manchas encontradas, frecuencia de inducción de manchas, expresada 
como manchas/mosca. Estos datos se dan para cada uno de los tres grupos en los 
que se clasifican las manchas (manchas simples pequeñas (MSP), manchas simples 
grandes (MSG) y manchas gemelas (MG), así como para el total de manchas 
observados (TSM). 
- Diagnóstico estadístico (resultante de la comparación entre los datos del control y los 
tratamientos), se ha realizado para cada concentración del líquido de pirólisis y para 
cada tipo de manchas.  
La selección de las concentraciones adecuadas para la evaluación genotóxica se ha 
llevado a cabo mediante un análisis de toxicidad, utilizando una serie creciente de 
concentraciones, para determinar la viabilidad de los individuos de las cepas mwh y ORR 
frente a los líquidos de pirólisis. 
Resultados 
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Se han determinado como dosis de evaluación 0, 0.1, 0.5 y 1% (v/v), tanto para los 
líquidos de pirólisis Madrid y Valladolid. 
Para todos los experimentos el valor promedio de la frecuencia del control (0,87 cruce 
estándar y 0.77 cruce alta bioactivación) fue concordante con el promedio histórico 
correspondiente al laboratorio en el que se llevo a cabo los experimentos, y no difieren 
significativamente de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y Würgler, 1995). 
Por otro lado el control positivo, mitomicina C al 0,05 mM, ofreció una clara respuesta 
positiva, lo que avala la buena realización de los experimentos. 
4.2.4.1 Evaluación genotóxica del líquido de pirólisis Madrid mediante los cruces 
estándar y alta bioactivación 
Cruce estándar. La tabla 4.14 y figura 4.22 muestran los resultados obtenidos en el 
recuento de manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Madrid, obtenidos a 450, 530 
y 650ºC, en las alas de las moscas transheterocigotas para los marcadores mwh y flr3 del 
cruce estándar.  
Los resultados obtenidos muestran que el líquido de pirólisis obtenido a 450ºC induce un 
incremento significativo en la frecuencia de manchas simples pequeñas cuando las dosis 
de exposición son de 0,5 y 1% (v/v).  
Respecto a los resultados de los líquidos obtenidos a 530 y 650 ºC, se puede distinguir 
que las tres dosis evaluadas, inducen un incremento significativo de la frecuencia de 
manchas simples pequeñas con respecto al control negativo.  
Los líquidos de pirólisis no han inducido manchas gemelas. En el caso de las manchas 
simples grandes, su expresión no difiere significativamente del control. 
Cruce alta bioactivación. En la tabla 4.15 y figura 4.23 se muestran los resultados 
obtenidos en el recuento de manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Madrid, 
obtenidos a 450, 530 y 650ºC, en las alas de las moscas transheterocigotas para los 
marcadores mwh y flr3 del cruce de alta bioactivación.  
Se observa que las diferentes concentraciones evaluadas de los tres líquidos de pirólisis 
tienen la capacidad de inducir un incremento significativo en la frecuencia de manchas 
simples pequeñas y no así, manchas simples grandes o gemelas. 
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Tabla 4,14.  Manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Madrid obtenidos a 450, 530 y 650 ºC en el cruce estándar. 
Tratamientos Nº de 
moscas 
Manchas por mosca 
 
Total 
manchas 
mwh    
(n) 
MSP MSG MG TM 
(1-2 células)
 
(>2 células)   
(%) v/v m=2 m=5 m=5 m=2 
   Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
                
Control 0 30 14 0,47  1 0,03  0 0  15 0,50  15 
                
 0,1 30 23 0,77 i 0 0,00 i 0 0,00 i 23 0,77 i 23 
450ºC 0,5 30 44 1,47 + 1 0,03 i 0 0,00 i 45 1,50 + 45 
 1 30 43 1,43 + 6 0,20 i 1 0,03 i 50 1,67 + 50 
                
 0,1 30 66 2,20 + 0 0,00 i 0 0,00 i 66 2,20 + 66 
530ºC 0,5 30 75 2,50 + 1 0,03 i 0 0,00 i 76 2,53 + 76 
 1 30 76 2,53 + 1 0,03 i 1 0,03 i 78 2,60 + 78 
                
 0,1 30 33 1,10 + 0 0,00 i 0 0,00 i 33 1,10 + 33 
650ºC 0,5 30 38 1,27 + 1 0,03 i 0 0,00 i 39 1,30 + 39 
 1 30 37 1,23 + 0 0,00 i 0 0,00 i 37 1,23 + 37 
                
 MMC
* 
10              
MSP, manchas simples pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas; TM, total manchas. 
Nº, número; Fr, frecuencia; D,
  
Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, factor de multiplicación. Nivel de 
significância, α = β = 0,05. 
 
 
 
 91 
 
Tabla 4,15.  Manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Madrid obtenidos a 450, 530 y 650 ºC en el cruce de alta bioactivación. 
Tratamientos Nº de 
moscas 
Manchas por mosca 
 
Total 
manchas 
mwh    
(n) 
MSP MSG MG TM 
(1-2 células)
 
(>2 células)   
(%) v/v m=2 m=5 m=5 m=2 
   Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
                
Control 0 30 22 0,73  1 0,03  0 0  23 0,77  15 
                
 0,1 30 42 1,40 + 1 0,03 i 0 0,00 i 43 1,43 + 43 
450ºC 0,5 30 49 1,63 + 0 0,00 i 1 0,03 i 50 1,67 + 50 
 1 30 44 1,47 + 5 0,17 i 0 0,00 i 49 1,63 + 49 
                
 0,1 30 99 3,30 + 0 0,00 i 0 0,00 i 99 3,30 + 99 
530ºC 0,5 30 85 2,83 + 1 0,03 i 0 0,00 i 86 2,87 + 86 
 1 30 88 2,93 + 1 0,03 i 0 0,00 i 89 2,97 + 89 
                
 0,1 30 48 1,60 + 0 0,00 i 0 0,00 I 48 1,60 + 48 
650ºC 0,5 30 46 1,53 + 1 0,03 i 0 0,00 i 47 1,57 + 47 
 1 30 46 1,53 + 0 0,00 i 0 0,00 i 46 1,53 + 46 
                
 MMC
* 
10 45 4,5 + 36 3,6 + 15 1,5 + 96 9,6 + 96 
MSP, manchas simples pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas; TM, total manchas. 
Nº, número; Fr, frecuencia; D,
  
Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, factor de multiplicación. Nivel de 
significância, α = β = 0,05. 
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Figura 4.22. Frecuencia de manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Madrid 
obtenidos a 450, 530 y 650 ºC, en el cruce estándar. MSP, manchas simples 
pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas. 
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Figura 4.23. Frecuencia de manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Madrid 
obtenidos a 450, 530 y 650 ºC, en el cruce alta bioactivación. MSP, manchas 
simples pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas. 
 
 94 
 
Tabla 4,16.  Manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Valladolid obtenidos a 450, 530 y 650 ºC en el cruce estándar. 
Tratamientos Nº de 
moscas 
Manchas por mosca
 
Total 
manchas 
mwh    
(n) 
MSP MSG MG TM 
(1-2 células)
 
(>2 células)   
(%) v/v m=2 m=5 m=5 m=2 
   Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
                
Control 0 30 20 0,67  1 0,03  0 0,00  21 0,70  21 
                
 0,1 30 16 0,53 - 1 0,03 i 0 0,00 i 17 0,57 - 17 
450ºC 0,5 30 18 0,60 - 1 0,03 i 0 0,00 i 19 0,63 - 19 
 1 30 21 0,70 - 0 0,17 i 1 0,03 i 22 0,73 - 22 
                
 0,1 30 38 1,27 + 1 0,03 i 0 0,00 i 39 1,30 + 39 
530ºC 0,5 30 39 1,30 + 0 0,00 i 0 0,00 i 39 1,30 + 39 
 1 30 35 1,17 + 1 0,03 i 0 0,00 i 36 1,20 + 35 
                
 0,1 30 25 0,83 i 0 0,00 i 0 0,00 i 25 0,83 i 25 
650ºC 0,5 30 19 0,63 - 1 0,03 i 0 0,00 i 20 0,67 - 20 
 1 30 22 0,73 - 1 0,03 i 0 0,00 i 23 0,77 - 23 
                
 MMC
* 
10 56 5,6 + 47 4,7 + 21 2,1 + 124 12,4 + 124 
MSP, manchas simples pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas; TM, total manchas. 
Nº, número; Fr, frecuencia; D,
  
Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, factor de multiplicación. Nivel de 
significância, α = β = 0,05. 
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Tabla 4.17.  Manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Valladolid obtenidos a 450, 530 y 650 ºC en el cruce de alta bioactivación. 
Tratamientos Nº de 
moscas 
Sectores mutantes por mosca 
 
Total 
sectores 
mwh    
(n) 
MSP MSG MG TSM 
(1-2 células)
 
(>2 células)   
(%) v/v m=2 m=5 m=5 m=2 
   Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
Nº Fr D
a 
                
Control 0 30 25 0,83  1 0,03  0 0,00  26 0,87  26 
                
 0,1 30 22 0,73 - 1 0,03 i 0 0,00 i 23 0,77 - 23 
450ºC 0,5 30 22 0,73 - 1 0,03 i 0 0,00 i 23 0,77 - 23 
 1 30 27 0,90 - 0 0,00 i 0 0,00 i 27 0,90 - 27 
                
 0,1 30 51 1,70 + 1 0,03 i 0 0,00 i 52 1,73 + 52 
530ºC 0,5 30 55 1,83 + 1 0,03 i 1 0,03 i 57 1,90 + 57 
 1 30 56 1,87 + 1 0,03 i 0 0,00 i 57 1,90 + 57 
                
 1 30 32 1,07 i 0 0,00 i 0 0,00 i 32 1,07 - 33 
650ºC 0,5 30 32 1,07 - 1 0,03 i 0 0,00 i 32 1,10 i 39 
 0,1 30 29 0,97 - 1 0,03 i 0 0,00 i 30 1,00  37 
                
 MMC
* 
10              
MSP, manchas simples pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas; TM, total manchas. 
Nº, número; Fr, frecuencia; D,
  
Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, factor de multiplicación. Nivel de 
significância, α = β = 0,05. 
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Figura 4.24. Frecuencia de manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Valladolid 
obtenidos a 450, 530 y 650 ºC, en el cruce estándar. MSP, manchas simples 
pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas. 
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Figura 4.25. Frecuencia de manchas inducidas por los líquidos de pirólisis Valladolid 
obtenidos a 450, 530 y 650 ºC, en el cruce alta bioactivación. MSP, manchas 
simples pequeñas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gemelas. 
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4.2.4.2 Evaluación genotóxica del líquido de pirólisis Valladolid mediante el cruce 
estándar y alta bioactivación 
Cruce estándar. En la tabla 4,16 y figura 4,24 se muestran los resultados obtenidos en el 
recuento de sectores mutantes inducidos por los líquidos de pirólisis Valladolid, obtenidos 
a 450, 530 y 650ºC, en las alas de las moscas transheterocigotas para los marcadores 
mwh y flr3 del cruce estándar.  
Los resultados muestran que los líquidos de pirólisis obtenidos a 450 y 650ºC, 
independientemente de las concentraciones evaluadas, no fueron capaces de inducir un 
incremento significativo en la frecuencia de ninguna de las tres categorías de sectores 
mutantes. Sin embargo las tres dosis evaluadas del líquido de pirólisis obtenido a 530ºC, 
tiene la capacidad de inducir un incremento significativo de los sectores mutantes 
pequeños. 
Cruce alta bioactivación. La tabla 4,17 y figura 4,25 muestran los resultados obtenidos 
en el recuento de sectores mutantes inducidos por los líquidos de pirólisis Valladolid, 
obtenidos a 450, 530 y 650ºC, en las alas de las moscas transheterocigotas para los 
marcadores mwh y flr3 del cruce de alta bioactivación.  
Se puede observar que los líquidos de pirólisis obtenidos a 450ºC y 650ºC no tienen la 
capacidad de inducir un incremento en la frecuencia de ninguno de los sectores 
mutantes. 
Los resultados del líquido de pirólisis obtenido a 530ºC muestran que las diferentes dosis 
tienen la capacidad de inducir un incremento significativo en la frecuencia de sectores 
mutantes pequeños. 
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El uso de parámetros físico-químicos para monitorizar mezclas complejas es un 
procedimiento limitado, porque frecuentemente es difícil alcanzar una caracterización 
completa de sus componentes. Por ello, el análisis químico debe ser complementado con 
ensayos biológicos, para apreciar la combinación de efectos y la transformación de los 
productos. En el proceso los componentes pueden interactuar unos con otros formando 
metabolitos persistentes o potenciales compuestos tóxicos (Mendoça y col., 2007; Escher 
y col., 2008; Bayo y col, 2009). Esto hace que sea necesaria la utilización de estudios 
combinados de modo tal, que se creen estrategias integradas entre análisis físico-
químicos y ensayos biológicos, que permitan realizar una evaluación completa.  
En este sentido, los ensayos ecotoxicológicos se pueden utilizar para una evaluación 
global de los efectos y los ensayos de genotoxicidad proporcionarían respuestas más 
específicas, que incluso nos permitirían conocer los mecanismos de acción (Aguayo y 
col., 2004; Escher y col., 2008; Bayo y col., 2009; Callahan y col., 1991). Actualmente los 
marcos regulatorios europeos como el nuevo Reglamento REACH promueven la 
aplicación de ensayos biológicos (Bayo y col, 2009), principalmente, aquellos que están 
catalogados como métodos alternativos a la experimentación animal, los cuales se hallan 
validados a nivel internacional por distintos organismos como son: el Centro Europeo de 
Validación de Métodos Alternativos (ECVAM), la Organización para la Cooperación y 
Desarrollo Económico (OCED), el Centro Interdepartamental del Programa Nacional de 
Toxicología para la Evaluación de Métodos Toxicológicos Alternativos (NICEATM), la Red 
Española de Métodos Alternativos (REMA), entre otros (Herrero, 2008; Liu y col., 1989). 
El objetivo del presente trabajo se centró en realizar evaluaciones toxicológicas de 
diversas mezclas complejas mediante la aplicación de métodos alternativos a la 
experimentación animal. Para una mejor comprensión, las mezclas fueron divididas en 
tres grupos: 1, mezclas complejas relacionadas con la agricultura. 2, mezclas complejas 
empleadas como materia prima para la obtención de productos con alto valor energético. 
3, mezclas complejas obtenidas de la valorización de lodos de depuradora. 
Los métodos alternativos empleados en este trabajo fueron elegidos teniendo en cuenta 
su amplia aplicación para la evaluación de compuestos puros, matrices ambientales, 
mezclas simples y mezclas complejas, así como su alta sensibilidad, reproducibilidad, 
reducido tiempo de expresión y bajos costes económicos. 
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Es importante destacar que las diferentes evaluaciones toxicológicas fueron realizadas 
antes de conocer la caracterización química de las mezclas. 
Grupo 1. Mezclas complejas relacionadas con la agricultura 
Las muestras evaluadas en este grupo fueron:  
 Lixiviados de suelos agrícolas enmendados con lodos de depuradora 
 Suelos agrícolas enmendados con: lodo de depuradora, lodo compostado y 
compost de residuos sólidos urbanos. 
 Enmiendas agrícolas: lodos de depuradora, lodo compostado y compost de 
residuos sólidos urbanos (RSU). 
La generación de lodos de depuradoras y de residuos sólidos urbanos ha experimentado 
un crecimiento muy rápido en las últimas décadas, por lo que su gestión y tratamiento 
correcto se ha convertido en una de las prioridades de la política ambiental de la Unión 
Europea. Tomando en cuenta la composición química de estos residuos, se sabe que 
contienen altas concentraciones de materia orgánica (60-70%) y nutrientes para las 
plantas, tales como fosforo y nitrógeno (3, 1.5%) (European Comission Scientific and 
Technical Subcomponent Report, 2001; Stamatiadis y col., 1999). Por ello uno de los 
destinos finales más apropiados para estos materiales, previa estabilización biológica, es 
su aplicación a los suelos agrícolas, especialmente en la región mediterránea en la que la 
mayoría de los agrosistemas tienen un déficit marcado de materia orgánica (García-Gil, 
2001). 
Sin embargo, estas enmiendas también contienen una variedad de sustancias peligrosas, 
como son: contaminantes orgánicos, metales y patógenos, que podrían ir a la atmósfera 
como partículas aéreas, introducirse en aguas subterráneas o ser transferidos a las 
plantas e ingresar a la cadena alimenticia. (Tenenbaum, 1997; European Comission 
Scientific and Technical Subcomponent Report, 2001; Beck y col., 1996).  
En esta tesis, la caracterización química de las mezclas de este grupo ha evidenciado 
que las concentraciones de ―metales pesados‖: Fe, Mn, Cu, Zn, Cr, Pb, Ni y Cd no 
rebasan los límites máximos permisibles por el Real Decreto 1310/1990. De la misma 
forma los macroelementos asimilables: P, K, Ca, Mg y Na se encuentran dentro del rango 
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de concentraciones permitidas, por lo tanto según Celis y col. (2007) podrían 
considerarse mezclas no perjudiciales para el ambiente  
Empleando los ensayos ecotoxicológicos de germinación en semillas de Lepidium 
sativum (berro) y de inhibición de la luminiscencia en Vibrio fischeri, se ha podido 
determinar que los lixiviados de suelos agrícolas enmendados con lodos de depuradora 
no tienen la capacidad de producir efectos tóxicos en ninguna de las dos pruebas. 
Resultados similares fueron obtenidos por Shoji y col. (2008); Devare y Bahadir (1994) y 
Alveranga y col. (2008), quienes emplearon además especies como Brassica rapa y 
Lemna minor. Sin embargo Coz y col. (2004) y Aportela y col. (2006) obtuvieron 
resultados contrarios, demostrando que los lixiviados de lodos reducen significativamente 
el índice de germinación y que además tienen la capacidad de inhibir la luminiscencia de 
V. fischeri, inmovilizar a Daphnia magna y ejercer toxicidad sobre la lombriz de tierra 
Eisenia fetida, estos efectos se producirían principalmente porque los lixiviados contenían 
concentraciones de metales pesados, superiores a lo establecido por la norma.  
Es importante tomar en cuenta que la calidad de los lixiviados está asociada no 
solamente a la concentración de metales pesados sino también a procesos de 
descomposición, condiciones climáticas y la tecnología aplicada para la disposición final 
de las enmiendas (Kiss y Encarnación, 1998), lo que puede influir en sus efectos de 
toxicidad. 
Además de la evaluación de lixiviados, según Mao y col. (2009) los ensayos 
ecotoxicológicos son importantes a la hora de evaluar el nivel de contaminación de los 
suelos, principalmente si estos contienen enmiendas orgánicas. Los resultados de 
germinación que se han obtenido en esta tesis han demostrado que los suelos 
enmendados con lodo de depuradora, compost de lodo y compost de residuos sólidos 
urbanos favorecen la germinación de semillas de Lepidium sativum (> 80%) y promueven 
un optimo desarrollo de la radícula e hipocótilo. Resultados similares fueron reportados 
por Gong y col. (2001) quienes emplearon además las especies Avena sativa, Brassica 
rapa y Phaseolus vulgaris. Esto se explica por la presencia elementos asimilables como 
el N, P y K y oligoelementos como el Fe, Cu, Zn y Mo que son esenciales para el 
desarrollo de las plantas. Como sugieren Aportela y col. (2006), el aporte de N habría 
favoreciendo el crecimiento de la radícula e hipocótilo, el P habría jugado un papel 
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importante a la hora de estimular la germinación de las semillas y el K contribuiría dando 
firmeza a los tejidos. Demostrando de esta forma la sensibilidad de la técnica. 
Con el empleo del ensayo de Vibrio fischeri se ha podido demostrar que los extractos 
acuosos y diclorometánicos de suelos enmendados con lodo, compost de lodo y compost 
de residuos sólidos urbanos, no tienen la capacidad producir efectos tóxicos ya que en 
ninguno de los casos se ve una inhibición de la luminiscencia. Resultados similares 
fueron obtenidos por Bispo y col. (1999). Debido a la escasa literatura científica de 
evaluación de suelos mediante el ensayo de inhibición de luminiscencia resulta 
complicado realizar un análisis comparativo. 
Aunque las muestras hasta ahora evaluadas han demostrado no tener efectos 
ecotóxicos, es importante llevar a cabo ensayos de genotoxicidad, debido principalmente 
a que muchos compuestos han demostrado producir efectos sobre el ADN cuando se 
hallan a concentraciones subtóxicas de exposición y más tomando en cuenta que se 
están realizando evaluaciones de mezclas complejas donde se producen una infinidad de 
reacciones entre los componentes propios de la mezcla.  
Los resultados obtenidos con el ensayo de salmonella/microsoma, cepas TA98, TA100, 
TA102 y TA104 han demostrado que los suelos mezclas no tienen la capacidad de 
producir efectos mutagénicos, tal como lo habían descrito Mouchet y col. en el 2006. 
Investigaciones de mutagenicidad de Courty y col. (2004) y Knize y col. (1987) indican 
que a la hora de realizar la evaluación de extractos de suelos, entran en juego diferentes 
factores como la utilización del solvente, la temperatura a la que se produce la extracción, 
(optima 37ºC), y el tiempo de extracción no debe ser menor a 24 horas. En esta tesis se 
han tomado en cuenta todos estos aspectos.  
La revisión bibliográfica demuestra que las cepas TA98 y TA100 de Salmonella fueron las 
más utilizadas a la hora de evaluar una variedad de tipos de suelos: agrícolas y forestales 
(Cornejo, 2001), no agrícolas (Knize y col., 1987), colectados de áreas verdes (Courty y 
col., 2004), expuestos a tráfico de automóviles (Wesp y col., 2000), contaminados con 
HPA (Berti-Colti y col., 1998) y bioremediación de suelos (Courty y col., 2004). Sin 
embargo hasta la fecha resultados con la cepa TA102 son escasos y no se han 
encontrado datos con la cepa TA104. 
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Respecto a la evaluación de las enmiendas: lodo de depuradora, compost de lodo y 
compost de residuos sólidos urbanos, Fuentes y col. (2006) resaltan que la evaluación de 
la toxicidad de las mismas es importante para que posteriormente sean aplicados a los 
suelos, ya que de ellos dependerá la sustentabilidad de los agroecosistemas (Teuber y 
col., 2005).  
En esta tesis los resultados ecotoxicológicos en Lepidium sativum demuestran que los 
extractos acuosos de los tres tipos de enmiendas no son fitotóxicos, obteniéndose índices 
de germinación superiores al 60%. Respuesta similar fue obtenida por Aportela y col. 
(2006);  Acosta y col. (2004) y Wilke y col. (2008). A diferencia del resultados del extracto 
acuoso de lodo, el extracto diclorometánico produjo un descenso del índice de 
germinación inferior al 50%, siendo este porcentaje considerado fitotóxico (Zucconi y col., 
1981b). Estos resultados son similares a los obtenidos por Ayuso y col. (1996), y Celis y 
col. (2006) en Lactuca sativa. La diferencia de expresión de resultados depende 
principalmente del solvente utilizado en la extracción como lo habían indicado Courty y 
col. (2004) y Knize y col. (1987).  
A diferencia de la prueba tradicional de germinación, en este trabajo también se ha 
realizado la medición de la longitud de la radícula y del hipocótilo. Según Romero y 
Mendoza (2008), estos indicadores permiten ponderar el efecto tóxico de compuestos 
que posiblemente se hallan a concentraciones bajas, de modo tal, que no son suficientes 
para inhibir la germinación. 
En esta tesis se ha podido observar que la longitud de radículas e hipocótilos por 
exposición a extractos acuosos de los tres tipos de enmiendas, no se ven afectadas ni 
por el tipo de tratamiento, ni por la dosis de evaluación. Sin embargo los resultados del 
extracto diclorometánico de lodo secado térmicamente, además de reducir el índice de 
germinación también interfiere en el desarrollo normal de la radícula. Por otro lado se ha 
podido determinar que el extracto diclorometánico del lodo compostado que inicialmente 
había demostrado no afectar al índice de germinación, tiene la capacidad de interferir 
negativamente en el desarrollo normal de la radícula pero no del hipocótilo. Esto 
demostraría que existen compuestos minoritarios que no actúan directamente en la 
inhibición de la germinación.  
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Las evaluaciones ecotóxica en Vibrio fischeri y mutagénica en Salmonella/microsoma de 
los extractos acuosos y diclorometánicos de los tres tipos de enmiendas, han demostrado 
que ninguna de las mezclas tiene la capacidad de inhibir la luminiscencia de V. fischeri y 
tampoco producir efectos mutagénicos en las cepas TA98, TA100, TA102 y TA104 de S. 
typhimurium. Existe una escasa literatura científica de evaluación de enmiendas mediante 
el ensayo de inhibición de luminiscencia, lo que dificulta la realización de un análisis 
comparativo, a diferencia del ensayo de mutagenicidad mediante el cual se han realizado 
una variedad de evaluaciones, principalmente de lodos de depuradora, pero cuyo análisis 
se realizará en el siguiente apartado. 
Grupo 2. Mezclas complejas empleadas como materia prima para la obtención de 
productos con alto valor energético 
Este grupo estuvo comprendido por las siguientes mezclas: 
 Lodo procedente de una planta de depuración de aguas residuales urbanas -
Valladolid. 
 Lodo procedente de una planta de depuración de aguas residuales industriales - 
Madrid. 
El constante incremento de la producción de lodos procedentes de las estaciones de 
depuración es una problemática actual y reciente, motivo por el cual se está promoviendo 
su reutilización o valorización. Como se había explicado en el anterior apartado, uno de 
los principales destinos es la aplicación de los lodos como enmiendas de suelos 
agrícolas. Sin embargo también son empleados como materia prima para la obtención de 
productos con alto valor energético, ya sea mediante procesos de gasificación, 
incineración o pirólisis. 
Se ha decidido realizar la evaluación de dos lodos con diferente origen (urbano e 
industrial), debido a que diferentes estudios remarcan la importancia de diferenciarlos a la 
hora de decidir la ruta a la que van a ser destinados. Además, existen estudios 
contrastantes, unos demuestran que los lodos de origen urbano producen más efectos 
tóxicos que los industriales y otros demuestran lo contrario. 
La caracterización físico-química de los dos tipos lodos indica que ambos cumplen con 
los límites máximos permisibles para ―metales pesados‖: Fe, Mn, Cu, Zn, Cr, Pb, Ni y Cd 
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y tampoco rebasan las concentraciones límite de los macroelementos asimilables: P, K, 
Ca, Mg y Na. (Real Decreto 1310/1990). Esto indicaría según Celis y col. (2007) que 
estos lodos son mezclas no perjudiciales para el ambiente, por lo que podrían ser 
utilizados además como enmiendas de suelos. 
En esta tesis los resultados obtenidos mediante el ensayo de germinación en semillas de 
L. sativum demuestran que los extractos acuosos y diclorometánicos de lodos de origen 
urbano e industrial reducen significativamente el índice de germinación (< 50%), por lo 
que deberían ser considerados mezclas fitotóxicas (Oleszczuk, 2008a, b; Wong y col., 
2001; Alveranga, 2007). Estos resultados son importantes porque permiten hacer una 
comparación con los lodos que estaban destinados a la agricultura.  
Si se analiza la caracterización química de ambos grupos de lodos, se demuestra que 
independientemente de su origen, ninguno excede los límites máximos permisibles de 
―metales pesados‖ y otros elementos. Por lo tanto según varios estudios y la normativa 
legal, todos ellos serían aptos para su aplicación como enmiendas agrícolas 
(Papadimitriu y col., 2008; Zucconi y col., 1981a; Celis y col., 2007; Costa y col., 1991).  
Es en este sentido cuando los ensayos biológicos adquieren importancia, ya que los 
resultados de esta tesis han demostrado que, aunque los lodos cumplen con la 
caracterización química exigida legalmente, tienen la capacidad de producir efectos 
tóxicos sobre Lepidium sativum. Por este motivo Ayuso y col. (1996), Fuentes y col. (2004 
y 2006), Margesin y col. (2006), y Samaras y col. (2008) sugieren que el ensayo de 
germinación, no solamente debe ser utilizado para dar datos de toxicidad, sino también 
para informar del grado de madurez que tienen las enmiendas antes de que sean 
aplicadas a los suelos. Es así que varios estudios han empleado este ensayo para ver 
cómo cambia el nivel de toxicidad durante los procesos de compostaje, depuración de 
aguas residuales y bioremediación de suelos (Walter y col., 2006; Baud-Grasset y col., 
1993). 
Referente a los resultados obtenidos con el ensayo de Vibrio fischeri, se ha observado 
que los extractos acuosos y diclorometánicos del lodo de origen urbano-Valladolid no 
tienen la capacidad de inhibir la luminiscencia emitida por esta bacteria. Sin embargo, los 
extractos acuosos y diclorometánicos del lodo de origen industrial-Madrid han 
demostrado que inhiben en un 15% y 50%.  
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Los resultados de Escher y col. (2008) fueron similares a los obtenidos con los extractos 
de lodo urbano-Valladolid, pero Mantis y col. (2005), Farre y Barceló (2003) determinaron 
que la presencia de ―metales pesados‖ y compuestos de las familias de los PCBs, HPAs 
son los responsables de la toxicidad de los lodos cuando se evalúan mediante V. fischeri. 
A diferencia de los resultados obtenidos con el ensayo de germinación, en el que no se 
observaba una clara diferencia entre la toxicidad del lodo de origen industrial y el urbano, 
con el ensayo de Vibrio fischeri, se ha podido distinguir claramente que el lodo de origen 
industrial-Madrid presenta niveles más altos de toxicidad que el lodo de origen urbano-
Valladolid. Estos resultados son diferentes a los obtenidos por Mantis y col. (2005) y 
Farre y Barceló (2003), que demostraron que los lodos de origen urbano presentan mayor 
toxicidad. 
En este trabajo, los resultados de la evaluación mutagénica de extractos acuosos y 
diclorometánicos de lodos urbanos e industriales destinados a la valorización energética, 
han demostrado que no producen mutagenicidad en las cepas TA98, TA100, TA102 y 
TA104 de Salmonella typhimurium.  
Respecto a los lodos urbanos, Ottaviani y col. (1993) demostraron que lodos producidos 
en plantas de depuración de Roma, carecen de efectos mutagénicos. Sin embargo Hopke 
y col. (1982), Babish y col. (1983) y Blevins y Brennan (1990) demostraron que lodos de 
origen urbano de Estados Unidos tienen la capacidad de producir mutagenicidad en las 
cepas TA98 y TA100. Además, Mumma y col. (1983 y 1988), Brown y col. (1991) y Plewa 
y Hopke (1984), mediante caracterización química, demostraron que los lodos que se 
generan en pequeñas y grandes ciudades presentan un elevado número de sustancias 
tóxicas.  
Rank y Nielsen (1998) emplearon además el ensayo de aberraciones cromosómicas en 
Allium cepa, demostrando que los lodos de origen urbano tienen la capacidad de producir 
alteraciones cromosómicas en Allium cepa, pero que no tienen la capacidad de producir 
mutagenicidad en las cepas TA98 y TA100.  
Con el empleo del ensayo de micronúcleos en Tradescatia palludosa, Mielli y col. (2009), 
demostraron que lodos urbanos tienen la capacidad de generar genotoxicidad. 
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Bibliografía de la evaluación de lodos de origen industrial es menor que la de los lodos de 
origen urbano. Se pueden mencionar los trabajos de Mathur y col. (2007), Clevenger y 
col., (1983), con el ensayo de Salmonella/microsoma empleando las cepas TA98 y 
TA100, sus resultados fueron negativos, indicando ausencia de mutagenicidad. Por otro 
lado, Klee y col. (2004) mediante el ensayo de electroforesis de una sola célula, 
Krishnamurthi y col. (2008) mediante ensayo de aberraciones cromosómicas, también 
demostraron la ausencia de efectos genotóxicos.  
El 95% de las investigaciones de la mutagenicidad de lodos mediante el ensayo de 
Salmonella/microsoma fueron realizadas con el empleo de las cepas TA98 y TA100, 
existen pocos datos con la cepa TA102 y no se ha encontrado información con la cepa 
TA104.  
La batería de ensayos de ecotoxicidad y mutagenicidad empleados en la evaluación de 
mezclas complejas relacionadas con la agricultura y aquellas que son empleadas como 
materia prima para la valorización energética, han demostrado la importancia que tiene la 
aplicación de ensayos biológicos a la hora de determinar los efectos tóxicos. 
Principalmente porque, aunque la caracterización físico-química de las diferentes 
mezclas ha demostrado que cumplen con los límites máximos permisibles de metales 
pesados y otros elementos, nuestros resultados han demostrado que estas exigencias no 
son suficientes a la hora de valorar la toxicidad de mezclas complejas como los lodos de 
depuradora, los cuales, independientemente de su origen y destino, tienen la capacidad 
de producir daños biológicos, como son: la reducción del índice de germinación de 
semillas, la inhibición del crecimiento normal de radícula e hipocótilo y alterar las 
reacciones bioquímicas de la cadena respiratoria que se traduce en la inhibición de la 
luminiscencia emitida por Vibrio fischeri. 
Grupo 3. Mezclas complejas obtenidas de la valorización de lodos de depuradora 
Los líquidos de pirólisis obtenidos de la valorización mediante pirólisis de lodos de 
depuradora fueron divididos en dos subgrupos: 
 Líquidos de pirólisis sin fraccionar procedentes de lodos de origen urbano-
Valladolid e industrial-Madrid. 
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 Líquidos de pirólisis fraccionados procedentes de lodos de origen urbano-
Valladolid e industrial-Madrid. 
El objetivo de la pirólisis es la obtención de productos con alta capacidad energética 
(biocombustibles), por ello durante los últimos 25 años se han ido perfeccionando los 
procedimientos para su obtención. Las investigaciones han llegado a una etapa en la que 
se puede dar inicio a la comercialización de estos productos. Sin embargo, para lograr la 
comercialización se debe cumplir con diferentes procedimientos de seguridad, que 
permitan garantizar el bienestar de la salud humana y el medio ambiente. Por ello, es 
importante llevar a cabo estudios que impliquen, la caracterización química y las 
valoraciones de ecotoxicidad, mutagenicidad y genotoxicidad. 
Investigaciones de la caracterización química de estos líquidos, demuestran que su 
composición depende de la materia prima que se emplee, de las condiciones de 
operación y principalmente de la temperatura a la que se lleva a cabo la pirólisis (Fonts y 
col., 2009). 
En esta tesis, el proceso de pirólisis para ambos lodos (urbano e industrial) fue llevado a 
cabo a tres temperaturas: 450ºC, 530ºC y 650ºC. Por esta razón se han evaluado en total 
de 6 líquidos de pirólisis (urbano-Valladolid 450ºC, 530ºC y 650ºC e industrial-Madrid 
450ºC, 530ºC y 650ºC). La caracterización química de todos ellos están desglosados en 
los anexos del 1 al 6, donde se puede apreciar que cada uno está conformado por más 
de cien compuestos químicos. Debido a la complejidad de estas mezclas, los compuestos 
fueron clasificados de acuerdo a su grupo funcional en 9 familias químicas: hidrocarburos 
alifáticos, hidrocarburos aromáticos, HPAs, alifáticos oxigenados, alifáticos nitrogenados, 
aromáticos nitrogenados, esteroides, halogenuros y aromáticos sulfurados. Esta 
clasificación ha permitido observar que el porcentaje de HPAs aumenta 
proporcionalmente con la temperatura de pirólisis, como se muestra a continuación: 
líquido de origen urbano-Valladolid 2,26% (450ºC)  11,44% (530ºC) 36,99% (650ºC) 
y líquido de origen industrial-Madrid 1,23% (450ºC)  9,11% (530ºC)  24,65% (650ºC). 
De forma similar,  Fonts y col. (2009) han demostrado que la temperatura es 
determinante a la hora de obtener compuestos con valor energético como los HPAs.  
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Líquidos de pirólisis sin fraccionar procedentes de lodos de origen urbano-
Valladolid e industrial-Madrid. 
Estas mezclas fueron evaluadas en tres etapas: 
Etapa Primera 
La primera evaluación toxicológica fue realizada mediante el ensayo de mutagenicidad de 
Salmonella /microsoma empleando las cepas TA98, TA100, TA102 y TA104. Estas cepas 
derivan de Salmonella typhimurium LT2, y posen mutaciones en el operón de la histidina, 
de forma que requieren histidina en el medio de crecimiento porque son incapaces de 
sintetizarla. En caso de que las cepas se expongan a una sustancia o mezcla mutagénica 
se producen mutaciones que se observan por reversión al fenotipo salvaje. 
La cepa TA98 presenta una mutación que se encuentra en el gen hisD3052 que codifica 
para la histidinol deshidrogenasa. La mutación es de tipo‖frameshift” y consiste en una 
adición de un par de bases próxima a una cadena de ocho restos de –GC- repetidos. 
Esta cepa responde a mutágenos que originan un desplazamiento en la lectura del ADN, 
que ocurre preferentemente en regiones que poseen secuencias de bases repetidas en 
tándem. La cepa TA100 posee una mutación que se halla en el gen hisG46 que codifica 
para la primera enzima de la biosíntesis de la histidina. Esta mutación se determinó por 
secuenciación del ADN, y sustituye el par de bases A-T existente en el tipo salvaje, por el 
par G-C. Esta cepa detecta mutágenos que causan sustitución de pares de bases G-C. 
Las cepas TA102 y TA104 presentan una mutación en el gen hisG428. Esta mutación 
está presente en el plásmido multicopia pAQ1 en la cepa TA102 y en el cromosoma de la 
cepa TA104. Esta mutación es de tipo ocre, TAA, y puede ser revertida por los seis 
posibles cambios de pares de bases, transiciones como transversiones. Esta mutación 
también es revertida por mutágenos que causan daño oxidativo (Ames, ;Barrueco, 1986; 
Mortelmans y Zeiger, 2000)  
Se ha demostrado que los líquidos obtenidos a 450ºC, con y sin activación metabólica no 
tienen la capacidad de producir efectos mutagénicos en ninguna de las cepas de S. 
typhimurium. Sin embargo se debe tomar en cuenta que estas mezclas complejas 
albergan numerosas sustancias químicas como el benceno, estireno, flurorantreno y 
naftaleno que están clasificados como cancerígenos y posibles cancerígenos por la 
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Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC, 1987, 2002a, 2002b). 
Ottaviani y col. (1983) señalan que cuando se trata de evaluar mezclas complejas, 
muchos compuestos químicos enmascaran la actividad mutagénica de otros, debido a 
que estos últimos se hallan en cantidades no significativas.  
Es importante tomar en cuenta que los mecanismos de incorporación de xenobióticos, 
metabolismo, estructura cromosómica y procesos de reparación del ADN que presentan 
las células procariotas difieren de las células de mamífero. Por estas razones algunos 
agentes mutagénicos o carcinogénicos pueden dar una respuesta negativa en 
procariotas. Por otro lado se debe reconocer que el ensayo de S. typhimurium es 
empleado como una primera aproximación a la detección de la actividad genotóxica de 
una mezcla o compuesto, especialmente indicado para el caso de las mutaciones 
puntuales. Por esta razón en necesario evaluar estas mezclas mediante otros sistemas 
biológicos que permitan corroborar estos resultados. 
También se ha demostrado que el líquido de pirólisis de origen urbano-Valladolid 
obtenido a 530ºC, con y sin activación metabólica ejerce mutagenicidad que es detectada 
solamente por la cepa TA98, lo que indicaría que esta mezcla tienen la capacidad de 
inducir corrimiento en el marco de lectura. La mutagenicidad del líquido de origen-
industrial, en ausencia de activación metabólica ha sido identificada también por la cepa 
TA98, pero cuando se añade un sistema de activación metabólica, la mutagenicidad 
además es detectada por las cepas TA100 y TA102. Estos resultados indicarían esta 
mezcla contiene compuestos con actividad promutagénica, y que ejercen su efecto 
mediante procesos que: alteran el marco de lectura, producen sustitución de pares de 
bases G-C y daño oxidativo. La detección de mutagenicidad por parte de la cepa TA102, 
permite afirmar que la mezcla evaluada tiene la capacidad de bloquear el sistema de 
reparación, motivo por el cual se fija la mutación y se refleja en el incremento del número 
de revertientes. 
Los líquidos de pirólisis Madrid y Valladolid obtenidos a 650ºC demostraron que tienen la 
capacidad de ejercer un efecto tóxico y mutagénico en las cepas TA98 y TA100 de 
Salmonella typhimurium, con y sin activación metabólica. Esto permite afirmar que estas 
mezclas interatuan con el material genético mediante procesos de adición o deleción de 
pares de bases y por inducción de corrimientos del marco de lectura.  
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El efecto mutagénico producido por estas mezclas, probablemente esté vinculado con el 
incremento de hidrocarburos alifáticos e HPAs que se produce cuando se elevan las 
temperaturas de pirólisis. El detalle de la composición química de los líquidos se 
encuentra detallado en los anexos 1 - 6. Es importante destacar que entre sus 
componentes se hallan el fenantreno, indeno clasificados por la IARC en el grupo 2 y los 
derivados del antraceno clasificados en el grupo 3. 
Los resultados con la cepa TA104 evidencian que, el líquido de pirólisis de origen 
industrial-madrid 530ºC,  produce un incremento del número de revertientes, aunque este 
no es estadísticamente significativo. 
De forma similar a los resultados que se han obtenido en este trabajo, Blin y col. (2005) 
demostraron que los líquidos de pirólisis son mutagénicos en las cepas TA1535, TA1537, 
TA98, TA100 y TA102.  
La revisión bibliográfica no revela más estudios de líquidos de pirólisis mediante el 
ensayo de Salmonella/microsoma, de modo tal que los resultados de este trabajo 
permiten conocer más sobre los efectos que producen estas mezclas. Además es 
importante resaltar que esta es la primera vez que se evalúan estas mezclas con la cepa 
TA104.  
Los estudios de mutagenicidad de líquidos de pirólisis mediante otros ensayos son 
escasos. Blin y col. (2005) demostraron mediante el ensayo de mutagenicidad in vivo de 
micronúcleos en médula ósea de ratón e in vitro mediante el ensayo de micronúcleos en 
células de linfoma de ratón, que estas mesclas tienen la capacidad de producir daños en 
el material genético, pero que estos datos deben ser confirmados mediante la aplicación 
de otros ensayos (Blin y col., 2005). 
Etapa segunda 
Tomando en cuenta que los líquidos de pirólisis son mezclas complejas que contienen 
una variedad de compuestos químicos, se ha querido afinar la metodología de 
Salmonella/microsoma, mediante dos variantes metodológicas: incorporación en placa 
con preincubación (IPPI) e incorporación en placa para líquidos volátiles (IPLV). 
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Diversos autores señalan que estas variantes son adecuadas a la hora de potencializar la 
sensibilidad de los efectos mutagénicos (Hughes y col., 1987; Kado y col., 1983; Barber y 
col., 1981; Frantz y Sinsheimer, 1981; Matsushima y col., 1980; Baden y col., 1978; 
Fishbein, 1976 y Brem y col., 1974), y que permiten obtener información diferente a la 
que se consigue con el método de incorporación en placa estándar (Distlerath y col., 
1984; Djalali-Behzad, y col., 1981; De Meester y col., 1980; Bridges, 1978 y Baden y col., 
1976). 
Según McCoy y col. (1978) los compuestos que inicialmente revelan una respuesta 
negativa en el método estándar, muchas veces resultan ser positivos en el método de 
IPLV. Otro estudio que demuestra la importancia de la aplicación de estas variantes 
metodológicas es el estudio de Pancorbo y col. (1989), quienes demostraron que  el 
tolueno, xileno y tricloroetileno, eran mutagénicos en el método estándar y en el de 
líquidos volátiles, pero no cuando se aplica una etapa de preincubación. 
Debido a que la mutagenicidad de los líquido de pirólisis de origen urbano e  industrial 
obtenidos a 530ºC, fue detectado por las cepas TA98, TA100 y TA102, se decidió 
someterlo a evaluaciones mediante IPPI e IPLV. 
Con el empleo de la variante IPPI, la mezcla fue preincubada durante 20 minutos. Según 
Araki y col. (1994) el tiempo es determinante a la hora de aplicar esta variante 
metodológica, por lo que se ha seguido el protocolo propuesto por Mortelmans y Zeiger, 
(2000). Los resultados demostraron que la mezcla incrementa su toxicidad, motivo por el 
cual se tuvo que bajar las dosis de evaluación de 15%, 20% y 25% (v/v) a 5%, 10% y 
15% (v/v). Un evento similar fue detectado por Barrueco y de la Peña (1991) y Nakajima y 
col. (2006), estos últimos, demostraron que él formaldehido y el tolueno aumentaban su 
toxicidad cuando se emplea el método de IPPI. 
Probablemente la exposición de las cepas de Salmonella a menores concentraciones de 
los líquidos de pirólisis, permita detectar efectos mutagénicos que no son detectados por 
la metodología estándar. Los resultados demostraron que con la aplicación del método de 
IPPI, el líquido de origen urbano-Valladolid no es mutagénico en ausencia de S9, sin 
embargo con la aplicación de un sistema de activación metabólica se observa 
mutagenicidad en la cepa TA98 al 15% (v/v). A esta concentración, la metodología 
estándar había emitido un resultado negativo. El líquido de origen industrial-Madrid ha 
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demostrado que sin activación metabólica es mutagénico en la cepa TA98 al 10% y 15% 
(v/v) y cuando se añade la mezcla S9, además se observa mutagenicidad al 5% (v/v). 
Aunque solamente la cepa TA98 ha sido la más sensible, esta metodología ha podido 
detectar mutagenicidad a concentraciones más bajas que las detectadas por el método 
estándar.  
El empleo de la variante metodológica IPLV, hasta la fecha no ha sido estandarizada, 
motivo por el cual se sugieren diversas formas para evaluar líquidos volátiles. Por 
ejemplo, mediante desecadores herméticamente cerrados (Mortelmans y Zeiger, 2000), 
utilización de bolsas Tedlar (Pancorbo y col., 1989) o mediante fabricación de cámaras de 
gas a escala (Araki y col, 1995). En este trabajo se ha optado por aplicar desecadores 
herméticamente cerrados. Con el método de IPLV se ha podido observar que al igual que 
en el método de IPPI, la toxicidad de los líquidos incrementa, motivo por el cual se han 
bajado las concnetraciónes de exposición a 5%, 10% y 15% (v/v). Los resultados de 
mutagenicidad con y sin activación metabólica han demostrado que en ninguna de las 
cepas se produce un incremento significativo del número de colonias revertientes, lo que 
indica el método de IPLV es menos sensible que los métodos estándar e IPPI, a la hora 
de evaluar la mutagenicidad de los líquidos de pirólisis.  
Etapa tercera 
Los líquidos de pirólisis fueron evaluados mediante el ensayo genotóxico de mutación y 
recombinación somática (SMART) en D. melanogaster. Este ensayo presenta una serie 
de ventajas a la hora de evaluar la actividad genotóxica de diferentes compuestos y 
mezclas complejas. Una de las principales ventajas radica en que es una prueba de corta 
duración, lo cual implica una evaluación rápida, sencilla y económica. Además se trata de 
un ensayo in vivo que utiliza un organismo eucariota no mamífero, evitando así los 
problemas de limitación en el número de individuos utilizados que lógicamente conllevan 
los ensayos con mamíferos. Y, por último, se trata de un ensayo que puede detectar un 
amplio rango de daño genético, entre ellos la recombinación mitótica, la cual es de mucho 
interés para la detección de compuestos o mezclas potencialmente cancerígenos, se ha 
señalado que este proceso puede estar relacionado con el desarrollo de cánceres en 
humanos (Stettler y Sengstag, 2001; Wijnhoven y col., 2003; Wang y col, 2006). 
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Como ya se ha mencionado, este ensayo presenta una gran versatilidad, lo cual permite 
que su uso y aplicación sean muy variados. Así, los trabajos realizados hasta ahora, 
involucran diversas aéreas como por ejemplo, el estudio sobre la relación estructura-
actividad de distintos grupos de compuestos químicos, la evaluación genotóxica de 
compuestos simples (Frolich y Würgler, 1990b; Spanó y col., 2001) y mezclas complejas 
(Frölich y Würgler 1990a; Sousa y col., 2003, Pillco y Rodrigo 2003) , estudios sobre 
antimutagénesis (Riski, 2005) tanto de compuestos específicos como de mezclas y la 
evaluación genotóxica de contaminantes ambientales (Amaral y col., 2006; Delgado-
Rodriguez y col., 1999), entre otros.  
A pesar de estas múltiples ventajas mostradas por el ensayo SMART, este no forma 
parte de la batería de ensayos utilizados habitualmente, porque no están reconocidos por 
la legislación como ensayos a utilizar para la evaluación genotóxica. Sin embargo existe 
una propuesta presentada ante la Organización de Cooperación para el Desarrollo 
Económico, para que los ensayos SMART se incluyan en la lista de ensayos oficialmente 
recomendados para el análisis de actividad genotóxica (Osaba, 1995). 
Para evaluar la genotoxicidad de los 6 líquidos de pirólisis mediante el sistema in vivo 
SMART, se han empleado los cruce estándar y alta bioactivación. La importancia de 
diferenciarlos, se debe a que el segundo se caracteriza porque facilita considerablemente 
la detección de genotoxinas indirectas, es decir sustancias o mezclas que muestran su 
actividad genotóxica únicamente después de sufrir transformación metabólica. Frölich y 
Würgler (1989) y Graf y van Schaick (1992) indican que en el cruce de alta bioactivación 
se da lugar una mayor expresión de los genes involucrados en el sistema enzimático 
P450, especialmente CYP6a2. De hecho, Danielson y col. (1997, 1998) y Tijet y col. 
(2001) indican que, la familia CYP6 de D. melanogaster muestra grandes homologías con 
la familia CYP3 de vertebrados que junto con las familia CYP2, son responsables del 
metabolismos de drogas en vertebrados.  
Larvas con 72 horas de vida (Graf, 1995) procedentes de los dos cruces fueron 
alimentadas con los líquidos de pirólisis. Con el fin de establecer las concentraciones 
adecuadas, se ha ensayado inicialmente la toxicidad de al menos 4 concentraciones. 
Inicialmente se realizaron pruebas con 10%, 15%, 20% y 25% (v/v), sin embargo el 
porcentaje de supervivientes era nulo, por tal motivo se continuaron bajando hasta 0,1%, 
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0,5% y 1% (v/v)  donde se observó un porcentaje de supervivientes superior al 60%. 
Estas concentraciones permitieron la evaluación genotóxica mediante el análisis de las 
alas con genotipo mwh/flr3 de D. melanogaster. Se ha contabilizado la frecuencia y el 
tamaño de manchas, registrándose así, manchas simples pequeñas (MSP), manchas 
simple grandes (MSG) y manchas gemelas (MG).  
Los resultados que se han obtenido en esta tesis, demuestran que los líquidos de pirólisis 
de origen urbano-Valladolid, obtenidos a 450ºC y 650ºC, no incrementan 
significativamente ninguno de los tipos de manchas, lo que indica que no ejercen un 
efecto genotóxico en ninguno de los dos cruces. Sin embargo el líquido que se obtiene a 
530ºC, muestra que incrementa significativamente la frecuencia de MSP, lo que indica 
que esta mezcla presenta actividad genotóxica detectado por el ensayo SMART de alas.  
Los resultados de los líquidos de origen industrial-Madrid, demuestran que mediante el 
cruce estándar los 3 líquidos (450ºC, 530ºC y 650ºC)  producen un incremento 
significativo en la frecuencia de MSP, excepto la menor concentración (0,1% v/v) del 
líquido  obtenido a 450ºC, cuyo resultado es inconcluyente. Sin embargo con la utilización 
del cruce de alta bioactivación, se ha podido observar que las frecuencias del total de 
manchas, incrementan ligeramente respecto a las observadas en el cruce estándar. El 
incremento es producido principalmente por MSP. 
En primer lugar la comparación de los resultados obtenidos con ambos tipos de cruces 
permite estimar el papel que desempeñan las transformaciones metabólicas en el riesgo 
genotóxico asociado. En este caso se ha podido demostrar que los líquidos de pirólisis 
ejercen su genotoxicidad de forma directa, detectada por el cruce estándar, pero que la 
sobreexpresión del complejo enzimático P450 del cruce de alta bioactivación,  favorece la 
producción de intermediarios reactivos que inducen un incremento en la frecuencia de 
MSP. Tomando en cuenta que las mezclas evaluadas tienen una elevada complejidad 
química, es difícil indicar que compuestos o familia química es la responsable de producir 
la genotoxicidad. La hipótesis que más se aceptaría en este caso, sería que el efecto 
genotóxico principalmente se debe a procesos de sinergismo entre pocos o varios 
componentes los líquidos de pirólisis.  
Mediante la aplicación de SMART, también se ha podido observar que las MSP son las 
que incrementan significativamente y no así las MSG y MG. La clasificación de las 
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manchas es importante a la hora de determinar el tipo de alteración genética que puede 
generar el compuesto o mezcla que se está evaluando. Las MSP y las MSG son 
producidas por procesos de deleción, mutación puntual, ciertos tipos de translocación, no 
disyunción y recombinación mitótica que ocurre entre los dos marcadores mwh y flr3 (ver 
anexo 10), la importancia de diferenciarlas entre pequeñas y grandes, radica en que las 
MSG se producen por alteraciones genéticas que ocurren en las primeras divisiones 
mitóticas de las células del disco imaginal del ala y las MSP se producen en las últimas 
etapas de división celular. Esto permite indicar que los líquidos de pirólisis tienen la 
capacidad de ejercer su efecto genotóxico cuando las células que van a dar lugar a la 
formación del ala, están atravesando las últimas etapas de división celular. La aparición 
de MG, es indicador exclusivo de recombinación mitótica que ocurre entre el marcador 
proximal flr3 y el centrómero del cromosoma 3 (ver anexo 10). Consecuentemente si hay 
un incremento significativo de MG, se puede concluir que el compuesto o mezcla que se 
está evaluando tiene actividad recombinogénica (Graf, 1995), como ha sido el caso del 
control positivo que se ha empleado (MMC 0,05mM), pero no de los líquidos de pirólisis.  
Por lo tanto la genotoxicidad de los líquidos de pirólisis, demostrada por el incremento de 
MSP puede deberse a alteraciones genéticas producidas por mutación puntual, deleción, 
no disyunción o recombinación entre los marcadores mwh y flr3, pero no a procesos 
recombinogenicos.  
Según Graf y col. (1984), las células portadoras de grandes deleciones, se dividen 
esporádicamente, pudiendo pasar como máximo dos ciclos de división mitótica lo que 
lleva a la expresión exclusiva de MSP. Por otro lado Palermo (2006) indica que una de 
las grandes deleciones producidas es la aneuploidia,  que puede ser letal para las células 
afectadas, o puede alterar su capacidad de proliferación haciendo que se dividan más 
lentamente o que lo hagan solo por unas pocas divisiones; como consecuencia, cualquier 
agente aneuploidogénico solamente dará lugar a MSP, este hecho también fue 
demostrado por Vogel y Nivard (1993) y Zordan (2004). 
Es importante destacar que después de la embriogénesis de D. melanogaster, existen 
alrededor de 10 a 30 células que conforman el disco imaginal del ala (Frei y Würgler, 
1988), cuando eclosiona la larva de primer estadío, el número de células oscila entre 50 a 
100, pero que después de atravesar varias etapas de división mitótica se conforman  
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30.000 células cuando empieza la etapa de pupa temprana. De estas células, alrededor 
de 24.400/ala son las que se han analizado bajo microscopio (29 de graf 1995), lo que 
incrementa el nivel de confianza de los resultados. 
Realizando una revisión bibliográfica este trabajo sería el primero en emplear el ensayo in 
vivo SMART, para la evaluación genotóxica de líquidos de pirólisis. Por este motivo 
resulta difícil poder comparar los resultados con otras investigaciones. Comparando estos 
resultados con los obtenidos en el ensayo de Salmonella/microsoma, está clara la 
importancia de la aplicación de un ensayo con sistema de activación metabolica in vivo, 
ya que se ha podido demostrar que los líquidos de pirólisis obtenidos a 450ºC que no 
producían mutagenicidad en ninguna de las cepas de Salmonella, tienen la capacidad de 
producir daños genotóxicos especialmente cuando se emplea el cruce de alta 
bioactivación. 
Debido a las múltiples ventajas que presenta el ensayo SMART en alas, este trabajo 
considera que debería ser incorporado a la batería de ensayos a utilizar en la evaluación 
preliminar de un compuesto. Además al tratarse de un ensayo in vivo,  a información 
obtenida presenta especial relevancia a la hora de extrapolar los resultados obtenidos a 
la especie humana. En este sentido se pronuncian también Kramers y col. (1991), 
quienes señalan que, si bien el ensayo de mutación génica en células de mamífero in 
vitro suele ser (junto a los ensayos microbianos y  de aberraciones comosómicas in vitro) 
el generalmente utilizado en la primera fase de evaluación genotóxica y, ya que en todos 
los ensayos in vitro se utiliza es mismo sistema de metabolización externa, la 
incorporación de un sistema in vivo, como SMART, podría contribuir a la eficaz 
evaluación de determinados compuestos. 
Líquidos de pirólisis fraccionados procedentes de lodos de origen urbano-
Valladolid e industrial-Madrid. 
Los ensayos en S. typhimurium y D. melanogaster han demostrado que los líquidos de 
pirólisis tienen la capacidad de producir alteraciones en el material genético, sin embargo 
debido a la complejidad química de estas mezclas resulta difícil determinar que 
compuesto o compuestos están ejerciendo dichas alteraciones. Por este motivo se ha 
decido someter al líquido de pirólisis de origen industrial-Madrid obtenido a 530ºC  a un 
proceso de fraccionamiento mediante centrifugación, obteniéndose así tres fases: 
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superior, media e inferior. Se ha elegido este líquido por que ha sido el que ha 
demostrado producir los niveles más altos de mutagenicidad y genotoxicidad. 
La evaluación de las fases se ha realizado mediante el ensayo de incorporación en placa 
estándar de Salmonella/microsoma, cepas TA98, TA100, TA102 y TA104. Sin embargo 
inicialmente también estaba planificado evaluarlas mediante el ensayo SMART, pero el 
principal problema ha sido la cantidad de muestra disponible para realizar las 
evaluaciones.  
De las tres fases se ha determinado que la fase media es la que presenta mayor 
toxicidad (2%, 3% y 4% v/v), seguida de la fase superior (10%, 15% y 20% v/v), y 
finalmente la fase inferior (50%, 60% y 70% v/v).  
Las evaluaciones se han realizado teniendo desconocimiento de la caracterización 
química de cada una de las fases. Los resultados han demostrado que las fases superior 
e  inferior no producen mutagenicidad en ninguna de las cuatro cepas de Salmonella. Sin 
embargo las cepas TA98 y TA102 detectan efectos mutagénicos producidos por la fase 
media.  
Estos resultados tienen cierta relación con los obtenidos en la evaluación de la mezcla sin 
fraccionar, donde se demostró que este líquido produce mutagenicidad en tres cepas 
TA98, TA100 y TA102. Sin embargo cuando se realiza el fraccionamiento se demuestra 
que solo las cepas TA98 y TA102 son sensibles. Con estos resultados se demuestra que 
es importante valorar mezclas químicas en su conjunto. El fraccionamiento puede ser un 
indicador importante para identificar la fase más peligrosa, pero está claro que el efecto 
de una mezcla no puede ser explicado solo por una valoración de sus fracciones y 
tampoco por una valoración individual de sus componentes. 
Para finalizar caracterización de los líquidos de pirólisis ha identificado que las fases 
superior y media están conformadas por hidrocarburos, siendo los HPAs los principales 
integrantes de la fase media y la fase inferior que es de característica acuosa, está 
conformada por una serie de compuestos nitrogenados, por este motivo, laboratorios 
químicos en los que se valorizan estos líquidos, consideran que potencialmente pueden 
ser empleados para enmendar suelos. Por este motivo se ha decidido someter a la fase 
inferior de los 6 líquidos de pirólisis a estudios de ecotoxicidad. 
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Primero se ha empleado el ensayo de germinación en semillas de L. sativum. La primera 
dificultad que se ha encontrado, fue la elevada toxicidad. Inicialmente se evaluaron 
concentraciones de 100%, 50%, 25%, 10% y 5% (v/v) para los 6 líquidos, observándose 
una inhibición total de la germinación. En una segunda prueba, se bajaron las 
concentraciones  a 1%, 0.5%, 0.1% y 0.05% (v/v), se observó la fase inferior de los 6 
líquidos de pirólisis presentan índices de germinación inferiores al 50%, lo que índica que 
esta tienen elevados efecto fitotóxicos.  
En segundo lugar se ha empleado el ensayo de inhibición de la luminiscencia en V. 
fischeri. Para determinar las concentraciones de evaluación, se ha utilizado como 
referencia el ensayo de L. sativum, sin embargo dichas concentraciones resultaban 
tóxicas. Por tal motivo, fue necesario reducir aún más las concentraciones de evaluación, 
llegando a valorar entre 0.013% y 0.16% (v/v) para los 6 fases inferiores.  En todos los 
casos se ha podido determinar el valor CE50 obtenido a los 30 minutos de exposición, 
como se muestra continuación: líquido de origen urbano-Valladolid, 0.065 (530ºC y 
650ºC) > 0.080 (450ºC); líquido de origen industrial-Madrid, 0,029 (530ºC) > 0,067ºC 
(450ºC) > 0,094 (650ºC). Se puede apreciar que en ambos casos los líquidos obtenidos a 
530ºC son los de mayor toxicidad. 
Estos resultados muestran que se debe reconsiderar la potencial aplicación que se le 
quiere dar a la fase inferior de los líquidos de pirólisis. Aunque químicamente demuestren 
poseer compuestos que podrían favorecer las características nutritivas del suelo, no se 
puede dejar de lado, el hecho de haber demostrado que son mezclas con elevados 
niveles de toxicidad lo cual supone un riesgo ambiental. 
La bibliografía científica de la valoración de ecotóxica de estas mezclas complejas es 
limitada, de hecho los resultados de esta tesis, son los primeros que dan a conocer los 
efectos ecotóxicos con el empleo de los ensayos de L. sativum y V. fischeri. Existen otros 
estudios como los de Girad y Blin (2005) que determinaron que a bajas concentraciones, 
los líquidos de pirólisis afectan los procesos de fertilización, pueden producir eutrofización 
por lixiviación (aunque no de gran magnitud debido a la baja concentración de nitrógeno y 
minerales), inhiben el crecimiento de las algas Scenedesmus subspicatus y 
Pseudokirchneriella subcapitata y producen inmovilidad en Daphnia magna, cuando las 
concentraciones de exposición son de 1, 10 y 100 mg/L. 
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Otros estudios demostraron que los líquidos de pirólisis no son tóxicos vía oral en ratas, 
después de una exposición de 7 días a 1500 mg/Kg/día. Aunque se ha observado que 
durante las primeras horas de ingesta, se produce hipoactividad y temblores que 
posiblemente están asociados a estrés (Blin y col, 2005). 
Estudios de toxicidad cutánea en ratas y conejos demuestran los líquidos de pirólisis 
producen decoloración de la piel, sequedad y lesiones, como hinchazones (Blin y col., 
2005).  
Tomando en cuenta todos los de resultados de esta tesis, se puede concluir que la 
exposición a mezclas complejas como son aquellas aplicadas en agricultura o destinadas 
a la valorización energética, tienen la capacidad de producir efectos ecotóxicos, 
mutagénicos y genotóxicos, principalmente aquellos que se obtienen después de la 
valorización. Así mismo se ha comprobado que la aplicación de una batería de ensayos 
en el que se emplean bacterias, especies vegetales y animales no mamíferos permiten 
obtener una valoración completa de los efectos que puede producir la exposición a 
mezclas complejas. Este trabajo también demuestra que es necesario el empleo de 
bioensayos para complementar los estudios de caracterización química, ya que se ha 
demostrado que cuando los compuestos ingresan al organismo, se producen una serie 
de interacciones como sinergismo o antagonismo y que de ello dependerá el efecto tóxico 
final.  
Finalmente, ensayos alternativos a la experimentación animal que sean sensibles, 
rápidos y económicos son una buena opción a la hora de cumplir con el principio de 
precaución en toxicología: ―Es mejor saber que un compuesto o mezcla no es tóxica, a 
ignorar que un compuesto o mezcla es tóxica‖. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 122 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones 
 
121 
 
Los resultados obtenidos permiten concluir que: 
1. Las mezclas complejas relacionadas con la agricultura (lixiviados de 
suelos enmendados con lodos de depuradora, suelos enmendados con 
lodo secado térmicamente, lodo compostado y compost RSU), no tienen 
la capacidad de ejercer efectos ecotóxicos en Lepidium sativum y Vibrio 
fischeri, mutagénicos en Salmonella typhimurium, ni genotóxicos en 
Drosophila melanogaster.  
2. Las mezclas complejas empleadas como materia prima para la 
obtención de productos con alto valor energético (lodos procedentes de 
estaciones depuradoras urbana-Valladolid e industrial-Madrid) son 
ecotóxicas para Lepidium sativum, pero no mutagénicas ni genotóxicas. 
3. Las mezclas complejas obtenidas de la valorización de lodos de 
depuradora, líquidos de pirólisis obtenidos a 450 ºC, demuestran que no 
tienen la capacidad de producir efectos mutagénicos en Salmonella 
typhimurium, pero si efectos genotóxicos en Drosophila melanogaster. 
4. Los líquidos de pirólisis obtenidos a 530ºC y 650ºC demuestran que 
tienen efectos mutagénicos en Salmonella typhimurium y genotóxicos 
en Drosophila melanogaster. 
5. Los métodos alternativos de genotoxicidad Drosophila melanogaster, de 
mutagenicidad en Salmonella/microsoma y de ecotoxicidad de 
germinación de semillas de Lepidium sativum e inhibición de 
luminiscencia en Vibrio fischeri,  demuestran ser ensayos simples, 
sensibles, rápidos y económicos para evaluar el efecto tóxico potencial 
de una determinada mezcla compleja; y brindan información valiosa de 
los efectos biológicos que frecuentemente no son detectados en la 
caracterización físico-química. 
6. Este conjunto de métodos alternativos a la experimentación animal, 
constituye una estrategia de evaluación toxicológica, que debe 
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realizarse previa al uso agrícola de las mezclas y en la valorización de 
estas; todo ello, contribuye al bienestar de la salud humana y el 
ambiente. 
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Anexo 1. Caracterización química del líquido de pirólisis Madrid obtenido a 
450ºC 
Nº Grupo Químico Número CAS 
 
Hidrocarburos Alifáticos Oxigenados 
  
  1 2-Cyclopenten-1-one 930-30-3 
2 2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1120-73-6  
3 4-Octadecenal 56554-98-4  
4 2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 2758-18-1  
5 Tricyclo[4.2.1.0(2,5)]non-7-en-3-one 35150-63-1  
6  1-Undecanol 112-42-5  
7 Propanedioic acid, dipropyl ester 1117-19-7  
8 2-Methyl-oct-2-enedial     38061-92-6  
9 Cyclohexanebutanal, 2-methyl-3-oxo-, cis- 92485-93-3  
10 1-Hexadecanol, 2-methyl-  2490-48-4  
11  2,6,10,10-Tetramethyl-1-oxa-spiro[4.5]dec-6-ene 36431-72-8 
12 Hexadecenoic acid, Z-11- 2416-20-8  
13 Methoxyacetic acid, 4-tridecyl ester No disponible 
14 1-Hexadecanol, acetate 629-70-9  
15 E-10-Octadecen-1-ol acetate 2195-92-8 
16 4-Octadecenal 56554-98-4  
17 Acetic acid, octadecyl ester 822-23-1  
18  1-Eicosanol 629-96-9  
19  Hexadecanoic acid, methyl ester 112-39-0  
20 Oxacyclopentadecan-2-one, 15-methyl- 32539-85-8  
21 1-Docosanol 661-19-8  
22 Ethanol, 2-(9,12-octadecadienyloxy)-, (Z,Z)- 17367-08-7  
23 Heptadecanoic acid, 10-methyl-, methyl ester 2490-25-7 
24 1-Tricosanol 3133_01_5 
25 2,5-Furandione, dihydro-3-octadecyl- 47458-32-2  
26 17-(1,5-Dimethylhexyl)-10,13-dimethyl-
4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro No disponible 
27 Ethyl iso-allocholate No disponible 
 
   
Hidrocarburos Alifáticos Nitrogenados 
 
 
 
  28 Pyridine, 3-methyl- 108-99-6 
29 Pyridine, 2,3-dimethyl- 583-61-9  
30 Benzyl nitrile                        140-29-4  
31 Benzenamine, 3-methoxy- 536-90-3 
32 Benzenepropanenitrile 645-59-0  
33 1H-Pyrazole, 1,3,5-trimethyl- 1072-91-9 
34 1H-Imidazole, 2,4,5-trimethyl- 822-90-2 
35 Indole 120-72-9 
36 1H-Indole, 4-methyl-   16096-32-5  
37  1H-Isoindole-1,3(2H)-dione, 2-methyl- 550-44-7  
38 Pyridine, 4-phenyl-  939-23-1 
39 Benzonitrile, 2,4,6-trimethyl- 2571-52-0  
40 Hydrazinecarboxylic acid, 2-benzoyl-, ethyl ester 10465-97-1  
41 9H-Pyrido[3,4-b]indole, 1-methyl- 486-84-0  
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Hidrocarburos Aromáticos 
 
 
 
  42 Styrene 100-42-5 
43 Benzene, 2-propenyl- 300-57-2  
44 Benzene, ethoxy- 103-73-1 
45 Benzene, octyl- 2189-60-8  
46 Benzene, 1,1'-(1,3-propanediyl)bis- 1081-75-0  
47 Benzene, decyl- 104-72-3  
48 Methyl phenyl methylphosphanate 7526-25-2 
49 Benzene, (1-butyloctyl)- 2719-63-3  
50 Benzene, undecyl- 6742-54-7  
51 Benzene, [3-(2-cyclohexylethyl)-6-cyclopentylhexyl]- 55334-30-0  
52 Benzene, (1-pentyloctyl)- 4534-49-0  
53 Benzene, (1-methyldodecyl)- 4534-53-6  
54 Benzene, (3-octylundecyl)- 5637-96-7  
 
   Hidrocarburos Alifáticos  
 
  55 1-Decene 872-05-9  
56 1-Dodecene 112-41-4  
57  Cyclotridecane 295-02-3  
58 Tridecane 629-50-5  
59 Tridecane, 2-methyl- 1560-96-9  
60  1-Tetradecene 1120-36-1 
61  Tetradecane 629-59-4  
62 1-Pentadecene 13360-61-7  
63 1-Hexadecene 629-73-2  
64 Hexadecane 544-76-3  
65 8-Heptadecene                        2579_04_6 
66 1-Heptadecene                        6765-39-5 
67 Heptadecane 629-78-7  
68 9-Nonadecene 31035-07-1  
669 10-Heneicosene (c,t) 95008-11-0  
70 Bicyclo[4.2.0]oct-1-ene, exo-7-(1-cyclohexen-1-yl)- No disponible 
71 Cyclohexane, [6-cyclopentyl-3-(3-cyclopentylpropyl)hexyl]- 55401-72-4  
72 Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 55282-12-7 
73 Eicosane, 7-hexyl- 55333-99-8  
74 Docosane 629-97-0  
75 Docosane, 11-butyl- 13475-76-8  
76 Tricosane, 2-methyl- 1928-30-9  
 
   Alifáticos Nitrogenados  
 
  77 Tricyclo[4.3.1.1(3,8)]undecan-1-amine 31083-61-1  
78 Spiro[2.5]octane-1,1-dicarbonitril   68352-24-9 
79 Heptadecanenitrile 5399-02-0  
80 Octadecanenitrile 638-65-3  
81 Nonadecanenitrile 28623-46-3  
82 5,10-Diethoxy-2,3,7,8-tetrahydro-1H,6H-dipyrrolo[1,2-a;1',2'-d]pyrazine 190755 
83 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 5654-86-4  
84 Oleanitrile 
 85 Eicosanenitrile 4616-73-3  
86 Octadecanamide 124-26-5 
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87 Nonadecanamide    58185-32-3 
88 cis-11-Eicosenamide 10436-08-5  
89 13-Docosenamide, (Z)- 112-84-5  
 
   Alifáticos Aromáticos Oxigenados  
 
  90 Phenol, 4-methyl- 106-44-5  
91 Phenol, 2-ethyl- 90-00-6  
92 Ethanone, 1-(2-benzofuranyl)- 1646-26-0  
93 Phenol, 4-(2-aminopropoxy)-3,5-dimethyl- 53566-99-7 
94 (2-Methylphenyl)phenylcarbinol, acetate (ester) 
 95 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diisooctyl ester 27554-26-3  
 
   Aromáticos Sulfurados  
 
  96 3-(N,N-Dimethyllaurylammonio)propanesulfonate 14933-08-5  
97  Pyridine-3-carboxylic acid, 2-methylthio-, (1-amino-2-
chloroethenylidenamino) ester 252914-63-9  
98 Thiocyanic acid 4-methoxy-2,6-dimethyl-3-pyridyl ester No disponible 
99 3-(Benzylthio)acrylic acid, methyl ester 77611-66-6 
100 Acetamide, 2-(6-methyl-2-methylsulfanylpyrimidin-4-yloxy)-N-phenyl-  1000316-17-7 
 
   Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos  
 
  101 Fluoranthene 206-44-0  
102 2,4-Dibenzyl-5,8-dimethoxy-6-methyl-1-naphthol 86649-80-1 
 
   Esteroides  
 
  103 Cholest-3-ene, (5à)- 28338-69-4  
104 Cholest-7-ene, (5.alpha.)-  40071-65-6 
105  Cholesta-2,4-diene 4117-50-4  
106 Cholest-4-ene                       16732-86-8 
107 Cholest-2-ene 15910-23-3  
108 Cholestane 481-21-0  
109 Cholest-3-ene, (5.beta.)- 13901-20-7 
110 Cholesta-3,5-diene                  747-90-0 
111 3.alpha.,5-Cyclo-5.alpha.-cholestan-2-one  26753-93-5 
112 Stigmasta-4,22-diene 76866-92-7 
113 Cholest-4-en-3-one      601-57-0 
114 Stigmasterol  83-48-7  
115 9,19-Cycloergost-24(28)-en-3-ol, 4,14-dimethyl-, 
(3.beta.,4.alpha.,5.alpha.)- 469-39-6 
116 Ergosta-5,24(28)-dien-3-ol, (3á)- 474-63-5  
117 Cholesta-4,7-dien-3-ol, 4-methyl-, (3.alpha.)- 1000115-57-4 
118 4.alpha.,5-Cyclo-A-homo-5.alpha.-cholestan-6-one 1000100-12-7 
119 Stigmast-5-en-3-ol, oleate 3712-16-1 
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Anexo 2. Caracterización química del líquido de pirólisis Madrid obtenido a 
530ºC 
Nº Grupo Químico 
 
Número CAS 
 
 
Hidrocarburos Alifáticos Oxigenados 
 
 
 
  1 Hexanal, 3,5,5-trimethyl- 5435-64-3 
2 5-Dodecanol acetate 60826-24-6 
3 Tricyclo[4.3.1.1(3,8)]undecan-3-ol No disponible 
4 Bicyclopentyl-1'-en-1-ol No disponible 
5 Borane, diethyl(decyloxy)- No disponible 
6 Bicyclo[3.3.1]nonane-2,7-dione 199723-73-4 
7 E-2-Hexadecacen-1-ol No disponible 
8 2,4,6,(1H,3H,5H)-Pyrimidinetrione, 67-52-7 
9 6,10,14-Trimethyl-pentadecan-2-ol No disponible 
10 Pentadecanoic acid, 14-methyl-, m 5129-60-2 
11 Sulfurous acid, butyl cyclohexylmet No disponible 
12 1-Hexadecanol, 3,7,11,15-tetramet No disponible 
13 Sulfurous acid, 2-ethylhexyl hexyl e No disponible 
14 16-Octadecenoic acid, methyl ester 56554-49-5 
15 Octadecanoic acid, methyl ester 112-61-8 
16 Ursodeoxycholic acid 128-3-2 
17 Pregnan-20-one, 3-(acetyloxy)-5,6- 14148-09-5 
18 Docosanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 18641-57-1 
19 2,5-Furandione, 3-dodecyl- No disponible 
20 4,4-Dimethylandrosta-3,17-dion-19- No disponible 
21 7-Dehydrodiosgenin No disponible 
 
   
Hidrocarburos Alifáticos Nitrogenados   
  
  22 Pyrazine, methyl- 109-08-0 
23 1H-Pyrrole, 2-methyl- 636-41-9 
24 Pyridine, 3-methyl- 108-99-6 
25 Pyridine, 2-ethyl- 100-71-0 
26 Pyridine, 2,3-dimethyl 583-61-9 
27 Pyridine, 2,5-dimethyl- 589-93-5 
28 Azetidine, 3-methyl-3-phenyl- 5961-33-1 
29 p-Aminotoluene 106-49-0 
30 Benzonitrile, 4-(dimethylamino)- 1197-19-9 
31 2-n-Dodecylamino-1,4-naphthoquin No disponible 
32 1,2-Dihydro-5-acenaphthylenamine 4657-93-6 
33 Norpheniramine acetate 117540-10-0 
34 Benzamide, N-(3-amino-3-hydroxy) No disponible 
35 4-Methoxy-5-phenylmethoxy-pyrimid No disponible 
36 1H-Benzo[d]pyrrolo[1,2-a]imidazole No disponible 
37 1,2,4,5-Tetrazine 290-96-0 
38 Pyrrolidine, 1-[1-oxo-5-(3-undecyloxi) No  
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Hidrocarburos Aromáticos   
  
  39 Benzene, 1-propenyl- 637-50-3 
40 Benzene, propyl- 103-65-1 
41 Benzene, 1-ethyl-3-methyl- 620-14-4 
42 à-Methylstyrene 98-83-9 
43 Benzene, 1-ethynyl-4-methyl- 766-97-2 
44 Benzene, (2-methylpropyl)- 538-93-2 
45 Benzene, 1-methyl-2-propyl- 1074-17-5 
46 Benzene, 1-methyl-4-(1-propynyl)- 2749-93-1 
47 Benzene, pentyl- 538-68-1 
48 Benzenepropanenitrile 645-59-0 
49 Benzene, heptyl- 1078-71-3 
50 Biphenyl 92-52-4 
51 Benzene, octyl- 2189-60-8 
52 2,4-Dimethoxytoluene 38064-90-3 
53 Benzene, 1,1'-(1,3-propanediyl)bis- 1081-75-0 
54 Benzene, decyl- 104-72-3 
55 Benzene, (1-methyldecyl)- 4536-88-3 
56 Benzene, (1-butyloctyl)- 2719-63-3 
57 Benzene, undecyl- 6742-54-7 
58 Benzene, (3-octylundecyl)- 5637-96-7 
59 Benzene, (1,3,3-trimethylnonyl)- 54986-44-6 
60 2,4,6-Trimethoxystyrene No disponible 
61 Benzene, [3-(2-cyclohexylethyl)-6-c No disponible 
62 7-Phenylbicyclo[3.2.1]octa-2,6-die No disponible 
63 p-Terphenyl 92-94-4 
64 n-Heptadecylbenzene 14752-75-1 
65 Benzene, ethenylpentaethyl- No disponible 
66 Benzene, nonadecyl- 29136-19-4 
67 1,1-Diphenyl-1-methoxyethane No disponible 
 
   Hidrocarburos Alifáticos 
  
  68 1-Butene, 3,3-dimethyl- 558-37-2 
669 1-Butene, 2,3,3-trimethyl- 594-56-9 
70 2-Cyclopenten-1-one 930-30-3 
71 1,6-Octadiene, 3,5-dimethyl-, trans- No disponible 
72 2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1120-73-6 
73 2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 2758-18-1 
74 1-Decene 872-05-9 
75 Decane 124-18-5 
76 Cyclododecane 294-62-2 
77 1,6-Dimethylhepta-1,3,5-triene No disponible 
78 1-Tridecene 2437-56-1 
79 Tridecane 629-50-5 
80 10-Methylnonadecane 56862-62-5 
81 1-Tetradecene 1120-36-1 
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82 7-Tetradecene E 41446-63-3 
83 Undecane, 2,8-dimethyl- 17301-25-6 
84 Pentadecane 629-62-9  
85 Pentadecane-4-Methyl 2801-87-8  
86 1-Hexadecene 629-73-2 
87 Hexadecane 544-76-3 
88 Cyclobutane, tetrakis(1-methylethyli) No disponible 
89 8-Heptadecene 54290-12-9 
90 1-Octadecene 112-88-9 
91 Heptadecane 629-78-7 
92 1,13-Tetradecadiene 21964-49-8 
93 Cyclododecane, ethyl- No disponible 
94 3-Octadecene 7206-19-1 
95 Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl) 55282-12-7 
96 Nonadecane 629-92-5 
97 Cyclopentadecane 295-48-7 
98 Heneicosane 629-94-7 
99 9-Tricosene, (Z)- 27519-02-4 
100 17-Pentatriacontene 6971-40-0 
101 Stannane, triethylmethyl 2097-60-1 
 
   Alifáticos Nitrogenados 
  
  102 Pentanenitrile, 4-methyl- 542-54-1 
103 3-Amino-2-cyclohexenone No disponible 
104 Cyanamide, dimethyl 1467-79-4 
105 Benzyl nitrile 140-29-4 
106 3-Dimethylaminoacrylonitrile 2407-68-3 
107 Pentadecanenitrile 18300-91-9 
108 Hexadecanenitrile 629-79-8 
109 Heptadecanenitrile 5399-02-0 
110 Tetradecanamide 638-58-4 
111 Oleanitrile No disponible 
112 9-Octadecenamide, (Z)- 301-02-0 
113 Octadecanamide 124-26-5 
114 Eicosanenitrile 4616-73-3 
 
   Aromáticos Sulfurados 
  
  115 4-(Methylthio)benzonitrile 21382-98-9 
116 Benzo[b]thiophene, octahydro-2-m No disponible 
117 Thiophen-2-methylamine, N,N-dioct No disponible 
118 1,4-Dithiin, 2,3-dihydro-5-phenyl- 35756-26-4 
119 Thiophene, 2-dodecyl- 4861-61-4 
 Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos 
  
  120 Indane 496-11-7 
121 1H-Indene, 2,3-dihydro-4-methyl- 824-22-6 
122 Naphthalene, 1,2-dihydro- 447-53-0 
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123 1H-Indene, 1-methylene- 2471-84-3 
124 2-Ethyl-1-H-indene 17059-50-6 
125 Indole 120-72-9 
126 Naphthalene, 2-methyl- 91-57-6 
127 Dibenzylmercury 780-24-5 
128 1H-Indole, 5-methyl- 614-96-0 
129 Naphthalene, 2-ethenyl- 827-54-3 
130 Naphthalene, 2,7-dimethyl- 582-16-1 
131 1H-Indole, 5,6,7-trimethyl- 
 132 Anthracene, 1,4-dimethyl- 781-92-0 
133 Phenanthrene, 1-methyl-7-(1-methyl) 483-65-8 
134 1H-Cyclopenta[l]phenanthrene, 2,3 No disponible 
135 Pyrene, 1,3-dimethyl- 64401-21-4 
136 1,2,3,10,11,12-Hexahydroperylene No disponible 
137 Phenanthrene, 2-dodecyl-9,10-dihy No disponible 
138 1,2-Diaza-10,19-dithia[2,3,3]metacy No disponible 
 Esteroides 
  
  139 Cholest-24-ene, (5á)- No disponible 
140 Cholest-3-ene, (5á)- No disponible 
141 Coprostane 481-20-9 
142 Cholest-2-ene, (5à)- No disponible 
143 Cholesta-2,4-diene 4117-50-4 
144 Cholest-4-ene 16732-86-8 
145 Cholestane 481-21-0 
146 Cholesta-3,5-diene 747-90-0 
147 19-Norcholesta-1,3,5(10)-trien-6-on 73483-44-0 
148 a-Homocholest-4a-en-3-one No disponible 
149 Stigmastane 601-58-1 
150 Ergosta-5,24(28)-dien-3-ol, (3á)- No disponible 
151 Cholestan-3-ol, (3à,5á)- No disponible 
152 Ergosta-4,6,22-trien-3.beta.-ol No disponible 
153 Cholest-24-ene, (5.beta.)- No disponible 
154 Cholestane-2,3-diol, 3-acetate No disponible 
155 5Alpha-cholestane-3alpha,5,6beta- 1253-84-5 
156 Cholest-5-ene, 3á-chloro- No disponible 
157 Cholest-5-en-3-one 601-54-7 
 Halogenuros 
  
  158 2-Propynenitrile, 3-fluoro- 32038-83-8 
159 Cyclopropene, 1-bromo-2,3,3-trifluor No disponible 
160 4-(2-Chloroethyl)-styrene No disponible 
161 Dichloroacetic acid, heptadecyl es No disponible 
162 1-Phenoxy-2-chloropropane 53491-30-8 
163 Cyclohexane, iodo- 626-62-0 
164 Benzaldehyde, 5-benzyloxy-2-fluoro No disponible 
165 2- Chloropropionic acid, hexadecyl No disponible 
166 2- Chloropropionic acid, octadecyl No disponible 
167 3-Bromo-5-ethoxy-4-hydroxybenzald No disponible 
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Anexo 3. Caracterización química del líquido de pirólisis Madrid obtenido a 
650ºC 
 
Nº 
Grupo Químico 
Número 
CAS 
 
   Hidrocarburos Alifáticos Oxigenados   
 
  1 Octadecanoic acid, methyl ester 112-61-8 
 
   Hidrocarburos Alifáticos 
  
  2 1-Butene, 3,3-dimethyl- 558-37-2  
3 Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 4-methylene-1-(1-methylethyl)- 36262-09-6  
4 2-Dodecene, (E)- 7206-13-5  
5 1-Dodecene 112-41-4* 
6 1-Tridecene 2437-56-1* 
7 Pentadecane 629-62-9* 
8 1-Heptadecene                        6765-39-5 
9 5-Octadecene, (E)-  7206-21-5  
10 Heptadecane 629-78-7 
11 1-Eicosene 3452_07-1 
 
   Hidrocarburos Alifáticos Nitrogenados 
  
  12 Methallyl cyanide 4786-19-0  
13 Hexadecanenitrile 629-79-8  
14 Eicosanenitrile   
                      Hidrocarburos  Aromáticos Nitrogenados  
 
 
 
 
  15 Pyridine, 3-methyl-   108-99-6 
16 Pyridine, 2-methyl-   109-06-8* 
17 4-Pyridinamine 504-24-5  
18  1H-Pyrrole, 1-methyl-  96-54-8  
19 1H-Pyrrole, 3-methyl- 616-43-3  
20 1,3-Diazine   289-95-2 
21 2-Pyridinecarboxylic acid, 6-methyl-  934-60-1  
22 Benzonitrile, 4-(hydroxymethyl)- 874-89-5  
23 Benzonitrile, 2-methyl- 529-19-1 
24 Benzyl nitrile  140-29-4  
25 p-Ethylbenzonitrile  25309-65-3  
26 Benzenepropanenitrile 645-59-0  
27 Indole 120-72-9* 
28  Pyridine, 2-phenyl- 1008-89-5  
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29 Pyridine, 4-phenyl- 939-23-1  
30  1H-Pyrrole, 2-phenyl-  3042-22-6  
31 [1,1'-Biphenyl]-2-amine 90-41-5  
32 6H-Dibenz[b,f]oxireno[d]azepine-6-carboxamide, 1a,10b-
dihydro- 36507-30-9 
33 
7-Nitro-1,3-dihydroindol-2-one       
1000302-95-
4 
34  Carbazole     86-74-8  
35 Carnegine 490-53-9  
 
   
 Hidrocarburos Aromáticos   
36 p-Xylene 106-42-3  
37 Styrene 100-42-5  
38 Benzene, 2-propenyl- 300-57-2  
39 Indene  95-13-6* 
40 1H-Indene, 1-methyl-    767-59-9 
41 1H-Indene, 1-methylene- 2471-84-3  
42 Cycloprop[a]indene, 1,1a,6,6a-tetrahydro- 15677-15-3  
43 1H-Indene, 1,1-dimethyl-  18636-55-0 
44 Benzocycloheptatriene  264-09-5  
45 Biphenyl  92-52-4 
46 1H-Indole, 5-methyl- 614-96-0  
47 Biphenylene 259-79-0 
48 Benzene, octyl- 2189-60-8 
49  1,1'-Biphenyl, 4-methyl-  644-08-6 
50 Benzene, [1-(2,4-cyclopentadien-1-ylidene)ethyl]- 2320-32-3  
51 Diphenylmethane 101-81-5* 
52 Fluorene 86-73-7 
53 3,3'-Dimethylbiphenyl 612-75-9  
54  9H-Fluorene, 9-methyl- 2523-37-7  
55 Bi-1,3,5-cycloheptatrien-1-yl        35393-05-6 
56 9H-Fluorene, 2-methyl- 1430-97-3 
57 9H-Fluorene, 4-methyl- 1556-99-6  
58 9H-Fluorene, 1-methyl- 1730-37-6 
59 9H-Fluorene, 9-methylene- 4425-82-5  
60 1,2-Diphenylethylene                 588-59-0  
61 Ethylene, 1,1-diphenyl- 530-48-3 
62  Diphenylethyne 501-65-5  
63 9H-Fluorene, 2,3-dimethyl- 4612-63-9  
64 1H-Cyclopropa[l]phenanthrene,1a,9b-dihydro- 949-41-7  
65 1,4-Diphenyl-1,3-butadiene           886-65-7 
66 di-p-Tolylacetylene                  2789-88-0 
67 o-Terphenyl 84-15-1* 
 
  
…Continuación Anexo 3 
Anexos 
 
156 
 
 
 Hidrocarburos Aromáticos Oxigenados   
 
  68 Bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-triene 694-87-1  
669 Phenol  108-95-2  
70 Phenol, 2-methyl- 95-48-7 
71 Phenol, 4-methyl-     106-44-5  
72 Phenol, 3-methyl- 108-39-4  
73 DL-Tyrosine 556-03-6  
74 Phenol, 4-ethyl- 123-07-9  
75 Benzaldehyde, 4,6-dihydroxy-2,3-dimethyl  2990-31-0 
76 Benzaldehyde, 2,4-dimethoxy-  613-45-6 
77 5á-Podocarpa-8,11,13-trien-16-oic acid, methyl ester 3745-36-6  
 
   Aromáticos Sulfurados 
  
   No fueron encontrados  
 
   Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos 
  
  78 Naphthalene, 1,2-dihydro-  447-53-0 
79 Naphthalene  91-20-3  
80 Azulene   275-51-4 
81 Isoquinoline 119-65-3  
82 Naphthalene, 1,2-dihydro-3-methyl-   2717-44-4 
83 Naphthalene, 1-methyl- 90-12-0 
84 Naphthalene, 2-methyl- 91-57-6 
85 Isoquinoline, 1-methyl- 1721-93-3  
86 Quinoline, 7-methyl-  612-60-2 
87 1-Naphthalenecarboxylic acid, 5,6,7,8-tetrahydro-  4242-18-6 
88 Naphthalene, 2-ethenyl- 827-54-3 
89 Naphthalene, 1,3-dimethyl- 575-41-7  
90 Acenaphthene 83-32-9 
91 Naphthalene, 1,6-dimethyl- 575-43-9  
92  Naphthalene, 1,7-dimethyl- 575-37-1  
93 Naphthalene, 1,4-bis(bromomethyl)-  58791-49-4 
94 Naphthalene, 1,4-dimethyl- 571-58-4  
95 Naphthalene, 2,6-dimethyl-  581-42-0  
96 Naphthalene, 1-ethyl- 1127-76-0  
97 Naphthalene, 2-(1-methylethenyl)-  3710-23-4 
98 Naphthalene, 1-isocyano- 1984_04_9 
99 Naphthalene, 2,3,6-trimethyl-  829-26-5 
100  Naphthalene, 1,4,6-trimethyl- 2131-42-2  
101 Isoquinoline, 1-propyl-     7661-37-2 
102 1H-Phenalene 203-80-5  
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103 Naphthalene, 1,6,7-trimethyl- 2245-38-7  
104 Naphthalene, 1-(2-propenyl)- 2489-86-3  
105 Naphthalene, 2-(2-nitro-2-propenyl) 80255-28-3 
106 3H-Benz[e]indene, 2-methyl 150096-60-9 
107 Phenanthrene, 9,10-dihydro-    776-35-2 
108 Phenanthrene, 4-methyl- 832-64-4  
109 Anthracene 120-12-7 
110 Phenanthrene, 9,10-dihydro-1-methyl- 95676-48-5  
111 4-Phenanthrenol, 1,2,3,4-tetrahydro-4-methyl- 77536-58-4  
112  1,4-Ethenoanthracene, 1,4-dihydro- 27765-96-4  
113 Anthracene, 9-methyl-   779-02-2  
114 Anthracene, 2-methyl- 613-12-7 
115 Anthracene, 1-methyl- 610-48-0 
116 Phenanthrene, 2-methyl-    2531-84-2 
117 Phenanthrene, 1-methyl-  832-69-9  
118 2-Phenylnaphthalene                  35465-71-5 
119  Phenanthrene, 3,6-dimethyl-     1576-67-6 
120 Fluoranthene 206-44-0  
121 Anthracene, 2-ethyl-         52251-71-5 
122 Pyrene 129-00-0 
123 Phenanthrene, 2,3,5-trimethyl 3674-73-5  
124 Pyrene, 1-methyl- 2381-21-7 
125 Pyrene, 2-methyl-  3442-78-2* 
126 11H-Benzo[b]fluorene  243-17-4  
127 Fluoranthene, 2-methyl- 33543-31-6  
128 Pyrene, 1,3-dimethyl-  64401-21-4 
129 Pyrene, 1,9-dimethyl-  74298-70-7 
130 Triphenylene  217-59-4  
131 Chrysene, 6-methyl- 1705-85-7  
 
   Esteroides 
  
  132 Cholest-3-ene, (5á)- 13901-20-7  
133 3Beta-tosyloxy-5alpha-cholestane 3381-52-0  
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Anexo 4. Caracterización química del líquido de pirólisis Valladolid obtenido 
a 450ºC 
 
Nº Grupo Químico Número CAS 
 
   Hidrocarburos alifáticos oxigenados 
  
  1 2-Cyclopenten-1-one 930-30-3 
2 Pentanenitrile, 4-methyl- 542-54-1 
3 2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1120-73-6 
4 2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl 2758-18-1 
5 10-Undecenal                         112-45-8 
6 1-Tridecanol 112-70-9 
7 11-Tetradecyn-1-ol                   339925-72-3 
8 Bicyclo[3.1.0]hexan-2-one, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-, 
(1.alpha.,4.beta.,5.alpha.)- No disponible 
9 Methyl 7,9-tridecadienyl ether       No disponible 
10 1-Hexadecanol 36653-82-4 
11 Z,E-3,13-Octadecadien-1-ol No disponible 
12 E-8-Methyl-9-tetradecen-1-ol acetate  No disponible 
13 Longifolenaldehyde 19890-84-7 
14 Eicosanenitrile 4616-73-3 
 
   Aromáticos Nitrogenados 
  
  15 Pyridine, 2-methyl- 109-06-8 
16 Pyrazine, methyl- 109-08-0 
17 1H-Pyrrole, 3-methyl- 616-43-3 
18 1H-Pyrrole, 2-methyl-    636-41-9 
19 Pyridine, 3-methyl- 108-99-6 
20 Pyridine, 2-ethyl- 100-71-0 
21 1,3-Benzenediamine                    108-45-2 
22 Pyridine, 3,5-dimethyl- 591-22-0 
23 Pyridine, 2,4-dimethyl- 108-47-4 
24 Pyrrole, 4-ethyl-2-methyl- 5690-96-0 
25 2-Aminopyridine 504-29-0 
26 Aniline, N-methyl- 100-61-8 
27  4-Pyridinamine 504-24-5 
28 Benzyl nitrile 140-29-4 
29 Benzonitrile, 2-methyl- 529-19-1 
30 2-Pyridinamine, 5-methyl- 1603-41-4 
31 Imidazole, 1,4,5-trimethyl- 
 32 Benzenepropanenitrile 645-59-0 
33 Indolizine 274-40-8 
34 Indole 120-72-9 
35 1H-Indole, 4-methyl- 16096-32-5 
36 1H-Indole, 5-methyl- 614-96-0 
37 2,3-Quinoxalinedione, 1,4-dihydro-6-methyl- 92473-54-6 
38 Pyridine, 4-phenyl- 939-23-1 
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39 1H-Indole, 2,3-dimethyl- 91-55-4 
40 Benzenamine, 3-methoxy-    536-90-3 
41 1H-Indazole, 3,6-dimethyl- 7746-28-3 
42 Alstophyllan-19-one, 4-oxide No disponible 
 
   
   Hidrocarburos aromáticos 
  
  43 Styrene 100-42-5 
44 .alpha.-Methylstyrene                 98-83-9 
45 1H-Indene, 1-methyl- 767-59-9 
46 Benzene, 1-ethyl-4-methyl- 767-59-9 
47 Phosphine, phenyl-  638-21-1 
48 Benzene, heptyl- 1078-71-3 
49 3,3'-Dimethylbiphenyl 612-75-9 
50 Benzene, nonyl- 1081-77-2 
51 Benzene, (1-pentylheptyl)- 2719-62-2 
52 Benzene, 1,1'-(1,3-propanediyl)bis 1081-75-0 
53 Benzene, (1-methyldecyl)- 4536-88-3 
54 Benzene, (1-butylheptyl)- 4537-15-9 
55 Benzene, (1,3,3-trimethylnonyl)- No disponible 
56 Benzene, (1-pentyloctyl)- 4534-49-0 
57 Benzene, (1-butylnonyl)- 4534-50-3 
 
   Hidrocarburos Alifáticos 
  
  58 Cyclopentanone 120-92-3 
59 Cyclohexane, pentyl-  4292-92-6 
60 1,3-Dimethyl-1-cyclohexene 2808-76-6 
61 1-Tridecene                          2437-56-1 
62 2,3-Dimethyldodecane 6117-98-2 
63 Cyclooctane, 1,5-dimethyl-  21328-57-4 
64 Cyclododecane  294-62-2 
65 Hexane, 2-phenyl-3-propyl- No dispo 
66 Hexadecane 544-76-3 
67 8-Heptadecene                        54290-12-9 
68 Heptadecane 629-78-7 
69 Z-5-Nonadecene                      No disponible 
70 1-Nonadecene 18435-45-5 
71 Octadecane 593-45-3 
72 10-Methyl-9-nonadecene  No disponible 
73 1,13-Tetradecadiene    21964-49-8 
74 Nonadecane 629-92-5 
75 Cyclopentadecane 295-48-7 
76 Cyclohexadecane 295-65-8 
77 Heneicosane 629-94-7 
78 Heptadecane, 9-hexyl 55124-79-3 
79 Cholest-2-en-1-ol No disponible 
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 Alifáticos Nitrogenados 
  
  80 4-Cyanocyclohexene                    100-45-8 
81 Dodecanenitrile   2437-25-4 
82 Tridecanenitrile 629-60-7 
83 2-Bornanone oxime                    13559-66-5 
84 Hexadecanenitrile 629-79-8 
85 Heptadecanenitrile 5399-02-0 
86 Octadecanenitrile 638-65-3 
87 Nonadecanenitrile 28623-46-3 
 
   Hidrocarburos Aromáticos Oxigenados 
  
  88 Phenol 108-95-2  
89 Phenol, 4-methyl- 106-44-5  
90 Phenol, 2-methyl- 95-48-7 
91 Phenol, 3-ethyl- 620-17-7 
92 o-Dodecylphenol No disponible 
 
   Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos 
  
  93 Naphthalene 91-20-3 
94 Isoquinoline, 3-methyl- 1125-80-0 
95 Pyrene 129-00-0 
96 Pyrene, 1,3-dimethyl- 64401-21-4 
97 Phenanthrene, 2-dodecyl-9,10-dihydro- No disponible 
 
   Esteroides 
  
  98 Cholest-4-ene 16732-86-8 
99 Cholest-5-ene 570-74-1 
100 Cholesta-2,4-diene 4117-50-4 
101 Cholest-3-ene, (5á)- 28338-69-4 
102 Cholest-2-ene, (5.alpha.)-  570-73-0 
103 Cholest-7-ene, (5.alpha.)- No disponible 
104 Cholesta-3,5-diene 747-90-0 
105 19-Norcholesta-1,3,5(10)-trien-6-one 73483-44-0 
106 4à-Methylcholest-7-en-3-one No disponible 
107 Chol-8(14)-en-24-ol, (5.beta.)- No disponible 
108 4,4-Dimethylandrosta-3,17-dion-19-oic acid No disponible 
109 Cholesta-4,7-dien3ol, 4methyl-(3alfa)- No disponible 
110 Anthraegostatrine No disponible 
111 Cholestan-3-ol, (3.beta.,5.beta.)-  360-68-9 
112 Stigmastan-3,5-diene                No disponible 
 
   Halogenados 
  
  113 Benzene, 1,2,4-trichloro-3-methyl- 2077-46-5 
114 2- Chloropropionic acid, pentadecylester  No disponible 
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Anexo 5. Caracterización química del líquido de pirólisis Valladolid obtenido 
a 530ºC 
 
Nº Grupo Químico Número CAS 
 
   
   Hidrocarburos Alifáticos oxigenados 
  
  1 2-Hexanone, 6-hydroxy- 21856-89-3  
2 Bicyclo[2.1.1]hexan-2-ol, 2-ethenyl- No disponible 
3 2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1120-73-6  
4 Ethanone, 1-(2-furanyl)- 1192-62-7  
5 2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl- 2758-18-1 
6 8-Nonene-2,4-diol, 8-methyl-, (R*,S*)- 63013-22-9  
7 1-Heptadecanol 1454-85-9  
8  9-Heptadecanone 540-08-9  
9 1-Hexadecanol, acetate 629-70-9  
10 Carbonic acid, octadecyl propyl ester No disponible 
11 Oleic Acid 112-80-1  
12 9,12-Hexadecadienoic acid, methyl ester  2462-80-8  
13 Palmitic acid, 9-hexadecenyl ester, (Z)- 22393-90-4  
14  1-Tricosanol 3133_01-5 
 
   Hidrocarburos Aromáticos Nitrogenados 
  
  15 Pyridine, 4-methyl- 108-89-4 
16 Pyridine, 2-methyl- 109-06-8 
17 Pyridine, 3-methyl- 108-99-6 
18 Pyridine, 2-ethyl- 100-71-0  
19 Pyridine, 3,5-dimethyl- 591-22-0 
20  Benzonitrile 100-47-0  
21 2-Pyridinecarbonitrile 100-70-9  
22 Benzyl nitrile                         140-29-4  
23 Benzonitrile, 4-(dimethylamino)-  1197-19-9  
24 Benzenepropanenitrile 645-59-0  
25 Indolizine 274-40-8  
26 1H-Indole, 3-methyl- 83-34-1  
27 Benzonitrile, 2,4,6-trimethyl-  2571-52-0 
28 1H-Indole, 2,3-dimethyl-  91-55-4  
29 1H-Pyrazole-1-carboxaldehyde, 4-ethyl-4,5-dihydro-5-propyl- 54411-09-5  
30 2,4-Pyrimidinedione, 1,2,3,4-tetrahydro-6-amino-5-
formylmethylamino-1-methyl-  33130-54-0  
31 2-Phenylcarbamoylpyrrolidine-1-carboxylic acid, benzyl ester No disponible 
32 3-Benzoyl-2-t-butyl-4-methyl-1,3oxazolidin-5-one No disponible 
33 Isoxazolo[3,4-a]benzo[d]cyclohepten-3-one, 1,4,9,10-tetrahydro-
4-phenyl- No disponible 
34 Imidazole, 2-bromo-4-methyl-5-nitro-  105983-46-8 
35 Pyrene, 1,3-dimethyl- 64401-21-4  
36 Pyrene, 1,9-dimethyl-    074298-70-7 
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37 Pagicerine 99831-97-7  
38 1-Cyano-1,2,3,8a-tetrahydroindolizin-3-spiro-9'-fluorene  1000286-34-1 
 
   Hidrocarburos Aromáticos 
  
  39 Styrene 100-42-5  
40 Benzene, 1-ethynyl-4-methyl-  766-97-2 
41 1H-Indene, 3-methyl- 767-60-2  
42 1H-Indene, 1-methyl-  767-59-9  
43  1H-Indene, 4,7-dimethyl- 6974-97-6  
44  Benzene, hexyl- 1077-16-3  
45  Benzene, heptyl- 1078-71-3  
46 1-Methyl-2-n-hexylbenzene 1595-10-4  
47 (1-Methylpenta-1,3-dienyl)benzene 116669-49-9  
48 Benzene, (2,4-cyclopentadien-1-ylidenemethyl)- 7338-50-3  
49 Benzene, octyl-  2189-60-8  
50 Benzene, (1-methylheptyl)- 777-22-0  
51 1,1'-Biphenyl, 4-methyl-      000644-08-6  
52 Benzene, nonyl- 1081-77-2  
53 3,3'-Dimethylbiphenyl                612-75-9 
54 Benzene, (1-butylheptyl)- 4537-15-9  
55 Benzene, (1-propylheptadecyl)- 2400_03_5 
56 Benzene, 1,1'-(1,3-propanediyl)bis- 1081-75-0  
57 Benzene, (1-ethylnonyl)- 4536-87-2  
58 Benzene, decyl- 104-72-3  
59 Benzene, (1-methyldecyl)- 4536-88-3  
60 1,2-Diphenylethylene 588-59-0  
61  9H-Fluorene, 2-methyl- 1430-97-3  
62  Benzene, (1-butyloctyl)- 2719-63-3  
63  Benzene, undecyl- 6742-54-7  
64 Diphenylethyne     501-65-5  
65 Benzene, (1,3,3-trimethylnonyl)- 54986-44-6  
66 Benzene, (1-pentyloctyl) 4534-49-0  
67 Benzene, (1-butylnonyl)- 4534-50-3  
68  Benzene, 1,1'-tetradecylidenebis- 55268-63-8  
69 Benzene, dodecyl- 123-01-3  
70 Benzene, (1-methyldodecyl)- 4534-53-6  
71 p-Terphenyl 92-94-4  
72 6-Methyl-8-phenylbenzocyclohepten-7-one No disponible 
73 4b,5,6,12-Tetrahydrochrysene         31570-60-2 
74  o-Terphenyl 84-15-1  
75 Benzene, ethenylpentaethyl-  2715-34-6  
76 1,1'-Biphenyl, 4-acetyl-4'-(4-pentylcyclohexyl)- 68065-88-3  
 
   Hidrocarburos Alifáticos 
  
  77 1-Undecene 821-95-4  
78 Cyclododecane 294-62-2  
79 Dodecane 112-40-3  
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80 1-Tridecene                          2437-56-1  
81 1-Tetradecene 1120-36-1  
82 Nonadecane, 9-methyl-      13287-24-6 
83 5-Octadecene, (E)-                   7206-21-5  
84 Nonadecane 629-92-5  
85 1-Docosene 1599-67-3  
86 Heneicosane, 11-(1-ethylpropyl)- 55282-11-6  
87 Cyclotetracosane 297-03-0 
88 Heptadecane, 9-hexyl- 55124-79-3  
89 Heptadecane, 9-hexyl- 55124-79-3  
 
   Alifáticos Nitrogenados 
  
  90 Borazine, 1-methyl- 21127-94-6  
91 Pentanenitrile, 4-methyl- 542-54-1  
92 Borazine, 1,3,5-trimethyl- 1004-35-9 
93 l-Alanine, N-isobutoxycarbonyl-, pentyl ester No disponible 
94 Ethyl N-tert-butylformimidate        55236-60-7 
95 Hexadecanenitrile    629-79-8 
96  Heptadecanenitrile 5399-02-0  
97  Octadecanenitrile 638-65-3  
98 Nonadecanenitrile 28623-46-3  
99 Eicosanenitrile 4616-73-3  
100 Oleanitrile No disponible 
101 Nonadecanamide 58185-32-3  
 
   Hidrocarburos Aromáticos Oxigenados 
  
  102 Phenol 108-95-2  
103 1-Hexen-4-ol, 3-methyl-6-phenyl- 304459-85-6  
104 Acetophenone 98-86-2  
105 Phenol, 4-methyl 106-44-5  
106 Phenol, 3-methyl-       108-39-4  
107 Benzenemethanol, 4-methyl- 589-18-4 
108 Phenol, 2-ethyl- 90-00-6 
109  3-Dodecene, 1-(benzyloxy)-4-methyl No disponible 
110 p-Methoxybenzoic acid, 2-isopropoxyphenyl ester No disponible 
111 Phenanthro[3,2-b]furan-7,11-dione, 1,2,3,4-tetrahydro-4,4,8-
trimethyl- 20958-15-0  
 
   Aromáticos Sulfurados 
  
  112 5-Oxohexanethioic acid, S-t-butyl ester No disponible 
113 Alpha-phenyl-alpha-tropylacetaldehyde tosylhydrazone 22532-16-7  
114 N-[4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl]-p-toluene-sulfonamide 34711-50-7  
 
   Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos 
  
  115 Naphthalene 91-20-3  
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116 Naphthalene, 1,2-dihydro-3-methyl- 2717-44-4  
117 Naphthalene, 1,2-dihydro-4-methyl- 4373-13-1  
118 Naphthalene, 1-methyl- 90-12-0  
119 Naphthalene, 2-methyl- 91-57-6 
120 Isoquinoline, 3-methyl- 1125-80-0  
121 Naphthalene, 2-ethenyl- 827-54-3  
122 Naphthalene, 1,7-dimethyl 575-37-1  
123 Naphthalene, 2,7-dimethyl- 582-16-1 
124 Naphthalene, 2,6-dimethyl-  581-42-0 
125  Naphthalene, 1,5-dimethyl- 571-61-9  
126 Azulene, 4,6,8-trimethyl- 941-81-1  
127 1-Naphthalenamine 134-32-7  
128 Anthracene, 2-methyl- 613-12-7  
129 Phenanthrene, 4-methyl- 832-64-4  
130 Phenanthrene, 2,3-dimethyl- 3674-65-5  
131 Pyrene 129-00-0 
132 Phenanthrene, 1-methyl-7-(1-methylethyl)- 483-65-8  
133 Phenanthrene, 2,3,5-trimethyl- 3674-73-5 
134 Anthracene, 9-(2-propenyl)- 23707-65-5  
135 11H-Benzo[b]fluorene 243-17-4  
136 Acetic acid, 8-acetoxy-2-acetyl-3,6-dimethylnaphthalen-1-yl ester 89586-46-9  
137 Phenanthrene, 2-dodecyl-9,10-dihydro- 55401-77-9  
 
   Esteroides 
 138 Cholest-3-ene, (5.beta.)-           13901-20-7  
139 Androstan-6-one, 3-(acetyloxy)-, ( 3.beta.,5.alpha.)- 20835-29-4 
140 Cholest-7-ene, (5.alpha.)-          40071-65-6 
141 Cholest-4-ene                       16732-86-8 
142 Cholest-2-ene, (5.alpha.)-  570-73-0 
143 Cholesta-3,5-diene                  747-90-0  
144 19-Norcholesta-1,3,5(10)-trien-6-one 19454-79-6  
145 a-Homocholest-4a-en-3-one 51355-04-5  
146 Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4-methyl-, (3á,4à)- 7199-92-0  
147 4,4-Dimethylandrosta-3,17-dion-19-oic acid 1000195-75-1 
 
   Halogenados 
 148 Benzene, 1,2,4-trichloro-3-methyl- 2077-46-5 
149 Acetic acid, chloro-, hexadecyl ester 52132-58-8  
150 1-Chloroeicosane 42217-02-7  
151 N-(4-Chlorobenzylidene)-3,4-dimethylaniline   196792-24-2 
152 2-Fluorobenzoic acid, 3-phenylpropyl ester   1000278-98-4 
153 6-Amino-3-tert-butyl-4-(2,4-dichloro-phenyl)-1,4-dihydro-
pyrano[2,3-c]pyrazole-5-carbonitrile No disponible 
154 1-Chloro-4-(pentachloroethyl)benzene  830-39-7  
155 Pregnane-3,20-diol, bis(trifluoroacetate), (3á,5à)- 56614-55-2  
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Anexo 6. Caracterización química del líquido de pirólisis Madrid obtenido a 
650ºC 
 
  Nº Grupo Químico Número CAS 
 
   Hidrocarburos Alifáticos Oxigenados 
  
  1 2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl-  2758-18-1 
 
   Hidrocarburos Aromáticos Nitrogenados 
  
  2 Pyridine, 2-methyl- 109-06-8 
3 4-Pyridinamine                        504-24-5 
4 1H-Pyrrole, 3-methyl- 616-43-3 
5 1H-Pyrrole, 2-ethyl- 1551-06-0 
6 Pyridine, 3-methyl- 108-99-6 
7 Pyrimidine, 2,4-dimethyl- 14331-54-5 
8 Pyridine, 3,5-dimethyl- 591-22-0 
9 Pyridine, 2-ethenyl-    100-69-6 
10 Benzonitrile 100-47-0 
11 4-Pyridinamine                        504-24-5 
12 Indene 95-13-6 
13 Benzonitrile, 2-methyl-  529-19-1 
14 Benzonitrile, 4-methyl- 104-85-8 
15 Pyrazolo(2,3-a)pyridine, 7-methyl- No disponible 
16 3-Aminopyridine                       462-08-8 
17 Benzyl nitrile                        140-29-4 
18 Indole 120-72-9 
19 1H-Indole, 2-methyl- 95-20-5 
20 Quinoline, 2-ethenyl- 772-03-2 
21 Pyrazolo[5,1-c][1,2,4]… No disponible 
22 Pyrene, 1-methyl- 2381-21-7 
23 Pyrene, 2-methyl- 3442-78-2 
24 Pyrene, 1,3-dimethyl- 64401-21-4 
25 Pyrene, 1,9-dimethyl-  
  
   Hidrocarburos Aromáticos 
  
  26 Styrene 100-42-5 
27 .alpha.-Methylstyrene                 98-83-9 
28 Benzene, 1-ethenyl-3-methyl-  100-80-1 
29 Benzene, 1-ethynyl-4-methyl-   766-97-2 
30 Benzene, 2-butenyl- 1560-06-1 
31 Benzene, 2-ethenyl-1,3-dimethyl- 2039-90-9 
32 1H-Indene, 2,3-dihydro-2-methyl- 824-63-5 
33 Benzene, (3-methylbutyl)- 2049-94-7 
34 Benzene, (1-methylene-2-propenyl)- 2288-18-8 
35 Benzene, heptyl- 1078-71-3 
36 Biphenyl 92-52-4 
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37 1,1'-Biphenyl, 4-methyl- 644-08-6 
38 1,1'-Biphenyl, 3-methyl- 643-93-6 
39 5-Methyl-1-phenylhexa-1,3,4-triene   103240-79-5 
40 Benzene, nonyl- 1081-77-2 
41 4,4'-Dimethylbiphenyl                613-33-2 
42 Ethylene, 1,1-diphenyl- 530-48-3 
43 Benzene, undecyl 6742-54-7 
44 Dibenzo[a,e]cyclooctene              262-89-5 
45 di-p-Tolylacetylene                  2789-88-0 
 
   Hidrocarburos Alifáticos 
 46 3-Heptyne                             2586-89-2 
47 1-Tetradecene 1120-36-1 
48  Dodecane, 3-methyl- 17312-57-1 
49 Bi-2,4,6-cycloheptatrien-1-yl        831-18-5 
50 1-Heptadecene                        6765-39-5 
51 Heptadecane 629-78-7 
 
   Hidrocarburos Alifáticos Nitrogenados 
  
  52 Tetradecanenitrile    629-63-0 
 
   Hidrocarburos Aromáticos Oxigenados 
  
  53 Phenol 108-95-2 
54 Benzenepropanal 104-53-0 
55 Phenol, 4-methyl- 106-44-5 
56 Phenol, 3-ethyl- 620-17-7 
 
   Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos 
  
  57 1,4-Dihydronaphthalene               612-17-9 
58 Naphthalene, 1,2-dihydro-  447-53-0 
59 Naphthalene 91-20-3 
60 Quinoline 91-22-5 
61 Naphthalene, 1,2-dihydro-3-methyl-   No disponible 
62 Naphthalene, 1,2-dihydro-6-methyl-  2717-47-7 
63 1,4-Methanonaphthalene, 1,4-dihydro-  4453-90-1 
64 Naphthalene, 1-methyl- 90-12-0 
65 Naphthalene, 2-methyl- 91-57-6 
66 Isoquinoline, 3-methyl- 1125-80-0 
67 Naphthalene, 1,4,5,8-tetrahydro- 493-04-9 
68 Naphthalene, 1,3-dimethyl-   575-41-7 
69 Naphthalene, 2-ethenyl-  827-54-3 
70 Naphthalene, 1,6-dimethyl- 575-43-9 
71 Naphthalene, 2,6-dimethyl- 581-42-0 
72 Acenaphthene 83-32-9 
73 Naphthalene, 1,8-dimethyl- 569-41-5 
74 Naphthalene, 2,7-dimethyl- 582-16-1 
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75 Biphenylene 259-79-0 
76 Naphthalene, 2,3-dimethyl- 581-40-8 
77 Naphthalene, 2,3,6-trimethyl- 829-26-5 
78 Azulene, 4,6,8-trimethyl-  941-81-1 
79 1-Isopropenylnaphthalene             1855-47-6 
80  Naphthalene, 2-(1-methylethenyl)-    3710-23-4 
81 Fluorene-9-methanol 24324-17-2 
82  Fluorene                             86-73-7 
83 9H-Fluorene, 2-methyl- 1430-97-3 
84 1,4-Methanonaphthalene,1,4-dihydro-9-((1-methylethylidene)- 7350-72-3 
85 Anthracene, 2-methyl- 613-12-7 
86 Phenanthrene 85-01-8 
87 Anthracene 120-12-7 
88  Phenanthrene, 9,10-dihydro-1-methyl- 95676-48-5 
89 Anthracene, 9,10-dihydro- 613-31-0 
90 Phenanthrene, 2-methyl- 2531-84-2 
91 Phenanthrene, 3-methyl- 832-71-3 
92 Anthracene, 9-methyl- 779-02-2 
93 Phenanthrene, 1-methyl- 832-69-9 
94 2-Phenylnaphthalene                  35465-71-5 
95 Anthracene, 1,4-dimethyl- 781-92-0 
96 Phenanthrene, 2,5-dimethyl-  3674-66-6 
97 Phenanthrene, 3,6-dimethyl-  1576-67-6 
98 Naphthalene, 1,2-dihydro-4-phenyl-  7469-40-1 
99 Fluoranthene 206-44-0 
100 Phenanthrene, 4,5-dimethyl- 3674-69-9 
101 p-Terphenyl                          92-94-4 
102 11H-Benzo[b]fluorene                 30777-19-6 
103 5,6-Dihydrochrysene                  
 104 Chrysene    218-01-9 
 
   Halogenados 
  
  105 2-Amino-5-chloropyrimidine           5428-89-7 
106 Benzene, 1,2,4-trichloro-3-methyl- 2077-46-5 
107 Benzenamine, 4-chloro-N,N-dimethyl   698-69-1 
108 7-Heptadecene, 17-chloro- No disponible 
109 1,2-Dimethoxy-3,4-dichloro-benzene 90283-00-4 
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Anexo 7. Índice de germinación (IG), longitud media de la radícula (LR) e hipocótilo 
(LH) para las muestras de lixiviados (25 y 50% v/v), usando semillas de Lepidium 
sativum como indicador. 
 
25% 
  Control Jun Jul 
 
Ago Sep Oct Nov Dic 
2008 IG (%) 100 99,00 89,23 89,03 86,31 96,04 97,15 92,00 
LR(mm) 4,22 4,15 4,90 4,00 4,10 4,00 4,15 4,00 
LH(mm) 1,77 1,65 1,62 1,55 1,76 1,76 1,72 1,73 
          
2009 IG (%) 100 97,49 96,52 82,49 91,11 92,24 92,93 95,51 
LR(mm) 4,15 4,32 4,35 4,30 4,20 4,40 4,20 4,40 
LH(mm) 1,67 1,76 1,76 1,78 1,57 1,60 1,32 1,92 
 
 
50% 
  Control Jun Jul 
 
Ago Sep Oct Nov Dic 
2008 IG (%) 100 89,10 89,23 90,03 90,31 95,34 93,45 92,23 
LR(mm) 4,22 4,32 4,20 4,34 4,23 4,25 4,95 4,10 
LH(mm) 1,77 1,75 1,72 1,75 1,76 1,78 1,73 1,73 
          
2009 IG (%) 100 93,48 93,62 92,39 95,16 91,28 92,94 93,56 
LR(mm) 4,15 4,24 4,25 4,20 4,29 4,45 4,34 4,26 
LH(mm) 1,67 1,87 1,57 1,86 1,95 1,68 1,85 1,39 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexos 
 
169 
 
 
Anexo 8. Valores de pH y conductividad eléctrica (CE) de muestras antes de ser 
evaluadas mediante el ensayo de inhibición en luminiscencia en Vibrio fischeri 
 
Muestra pH CE 
Grupo 1. Mezclas relacionadas con la agricultura   
Extractos acuosos   
Suelo control 6,69 85,65 µS/cm 
Suelo + lodo secado térmicamente 6,65 122,4 µS/cm 
Suelo + lodos compostado 7,03 156,6 µS/cm 
Suelo + compost de RSU 7,15 145,8 µS/cm 
Lodo secado térmicamente 5,58 2,96 mS/cm 
Lodo compostado 6,66 2,66 mS/cm 
Compost de RSU 7,65 3,69 mS/cm 
   
Extractos diclorometánicos   
Suelo control 7,77 83,4 µS/cm 
Suelo + lodo secado térmicamente 6,97 12,53 µS/cm 
Suelo + lodos compostado 7,23 134,3 µS/cm 
Suelo + compost de RSU 7,39 121,5 µS/cm 
Lodo secado térmicamente 5,62 330 µS/cm 
Lodo compostado 6,55 2,95 mS/cm 
Compost de RSU 7,82 3,57 mS/cm 
   
Grupo 2. Mezclas destinadas a la valorización energética   
Extractos acuosos   
Lodo secado térmicamente de origen industrial-Madrid 6,69 1739 µS/cm 
Lodo secado térmicamente de origen urbano-Valladolid 7,45 1401 µS/cm 
   
Extractos diclorometánicos   
Lodo secado térmicamente de origen industrial-Madrid  1220 µS/cm 
Lodo secado térmicamente de origen urbano-Valladolid  1322 µS/cm 
   
Grupo 3. Líquidos de pirólisis  (Fase inferior)   
Madrid 450ºC 8,97 531 µS/cm 
Madrid 530ºC 9,4 597 µS/cm 
Madrid 650ºC 9,21 650 µS/cm 
Valladolid 450ºC 8,21 32,7 µS/cm 
Valladolid 530ºC 8,24 43,6 µS/cm 
Valladolid 650ºC 8,12 105,6 µS/cm 
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Anexo 9. Mutagenicidad de lixiviados de suelos enmendados con lodos. Nº de 
revertientes (desviación estándar). Concentración de evaluación, 25% (v/v). 
 
Tratamientos -S9 +S9 
TA98 TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
Control 22 (0,58) 116 (1,15) 283 (1,00) 315 (2,52) 29 (0,58) 137 (1,00) 288 (1,00) 365 (2,52) 
                 
2008 
Jun 23 (1,53) 118 (0,58) 285 (0,58) 315 (1,15) 29 (1,53) 138 (1,53) 288 (0,58) 366 (3,79) 
Jul 23 (1,15) 117 (1,15) 282 (0,58) 320 (1,53) 27 (4,04) 138 (1,15) 287 (2,31) 366 (1,73) 
Ago 23 (1,53) 117 (1,00) 284 (2,08) 316 (1,53) 28 (3,00) 137 (2,08) 288 (2,52) 366 (3,21) 
Sep 22 (1,53) 115 (0,58) 283 (2,08) 319 (1,53) 30 (1,53) 137 (0,58) 289 (2,65) 370 (0,58) 
Oct 22 (1,53) 117 (2,00) 285 (1,15) 320 (0,58) 28 (3,06) 137 (1,53) 289 (1,00) 364 (2,31) 
Nov 23 (1,53) 117 (2,00) 283 (2,08) 320 (1,15) 30 (2,31) 135 (1,73) 289 (1,00) 366 (2,08) 
Dic 22 (1,15) 117 (0,58) 285 (1,73) 319 (2,00) 26 (0,00) 136 (1,73) 289 (1,73) 366 (0,58) 
                  
2009 
Jun 
24 (1,53) 118 (1,53) 283 (0,58) 319 (1,73) 31 (1,15) 135 (1,00) 287 (1,53) 366 (0,58) 
Jul 
23 (1,00) 116 (1,73) 282 (2,52) 317 (3,79) 30 (0,00) 138 (2,52) 290 (2,52) 366 (3,51) 
Ago 
21 (0,00) 117 (2,08) 283 (1,73) 318 (3,21) 30 (1,15) 135 (0,58) 285 (0,58) 364 (1,53) 
Sep 
23 (1,15) 116 (2,08) 282 (2,52) 317 (1,15) 31 (1,00) 138 (1,73) 287 (1,53) 369 (1,00) 
Oct 
23 (1,53) 116 (2,00) 283 (2,00) 320 (1,00) 29 (0,00) 139 (1,15) 287 (2,08) 365 (1,15) 
Nov 
23 (1,53) 116 (1,53) 284 (2,31) 317 (2,52) 30 (1,53) 138 (2,65) 287 (1,15) 365 (2,65) 
Dic 
22 (0,58) 117 (3,00) 283 (1,15) 319 (2,08) 30 (1,53) 139 (1,53) 290 (3,21) 368 (2,08) 
                  
Mut.Estándar* 286 (3,06) 2.144 (69,54) 2.213 (12,77) 4.641 (2,65) 1.284 (4,51) 3.665 (5,31) 4657 (6,7) 5678 (6,34) 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
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Anexo 10. Mutagenicidad de lixiviados de suelos enmendados con lodos. Nº de 
revertientes (desviación estándar). Concentración de evaluación, 50% (v/v). 
 
Tratamientos -S9 +S9 
TA98 TA100 TA102 TA104 TA98 TA100 TA102 TA104 
Control 22 (0,58) 116 (1,15) 283 (1,00) 315 (2,52) 29 (0,58) 137 (1,00) 288 (1,00) 365 (2,52) 
                 
2008 
Jun 25 (1,53) 119 (0,58) 289 (0,58) 319 (1,15) 24 (1,53) 138 (1,53) 288 (0,58) 366 (3,79) 
Jul 24 (1,15) 123 (1,15) 284 (0,58) 317 (1,53) 27 (4,04) 138 (1,15) 287 (2,31) 366 (1,73) 
Ago 23 (1,53) 124 (1,00) 283 (2,08) 318 (1,53) 23 (3,00) 137 (2,08) 288 (2,52) 366 (3,21) 
Sep 25 (1,53) 126 (0,58) 289 (2,08) 317 (1,53) 24 (1,53) 137 (0,58) 289 (2,65) 370 (0,58) 
Oct 24 (1,53) 132 (2,00) 288 (1,15) 320 (0,58) 26 (3,06) 137 (1,53) 289 (1,00) 364 (2,31) 
Nov 26 (1,53) 128 (2,00) 287 (2,08) 317 (1,15) 27 (2,31) 135 (1,73) 289 (1,00) 366 (2,08) 
Dic 27 (1,15) 128 (0,58) 289 (1,73) 319 (2,00) 29 (0,00) 136 (1,73) 289 (1,73) 366 (0,58) 
                  
2009 
Jun 
24 (1,53) 118 (1,53) 283 (0,58) 319 (1,00) 31 (1,15) 135 (1,53) 287 (0,58) 376 (1,73) 
Jul 
23 (1,00) 116 (1,73) 282 (2,52) 317 (2,52) 30 (0,00) 138 (2,52) 285 (1,15) 388 (3,79) 
Ago 
21 (0,00) 117 (2,08) 283 (1,73) 318 (0,58) 30 (1,15) 135 (0,58) 289 (1,00) 379 (3,21) 
Sep 
23 (1,15) 116 (2,08) 282 (2,52) 317 (1,73) 31 (1,00) 138 (1,53) 291 (1,53) 392 (1,15) 
Oct 
23 (1,53) 116 (2,00) 283 (2,00) 320 (1,15) 29 (0,00) 139 (2,08) 289 (1,73) 378 (1,00) 
Nov 
23 (1,53) 116 (1,53) 284 (2,31) 317 (2,65) 30 (1,53) 138 (1,15) 284 (1,73) 388 (2,52) 
Dic 
22 (0,58) 117 (3,00) 283 (1,15) 319 (1,53) 30 (1,53) 139 (3,21) 290 (1,00) 398 (2,08) 
                  
Mut.Estándar* 286 (3,06) 2.144 (69,54) 2.213 (12,77) 4.641 (2,65) 1.284 (4,51) 3.665 (5,31) 4657 (6,7) 5678 (6,34) 
*Mutágenos estándar, TA98: 4NQO (0.5 µg/placa); TA100 y TA102: MMS (1 µg/placa); TA104: MG (50 µg/placa) 
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Constitución genética normal del cromosoma N° 3 
Alteraciones genéticas que expresan las Manchas 
Simples Pequeñas y las Manchas simple Grandes 
 
Alteración genética que expresa la Mancha Gemela 
Anexo 11.  Esquemas genéticos de acontecen en el cromosoma N° 3 de Drosophila melanogaster, cuando la muestra a ensayar ejerce efectos sobre el 
material genético. ( Rodrígues, H., 2002) 
 
